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Reboiaibi¥igtn t® Glycoprotein® una si® en t ha It end @ 

Aggneimittel 

20 

Die Erfindung betrifft neue rekombinante Glycoproteine, 
die als Botenstoffe, Signalstof fe, Promotoren, Stimulato- 
ren und Initiatoren in vielfaltiger Weise in den tieri- 
schen, insbesondere menschlichen Kreislauf eingreifen; so- 

25 wie sie enthaltende pharmazeutische Mittel. Die Erfindung 
betrifft insbesondere neue rekombinante humane Glycopro- 
tein (rh Glycoproteine) , vorzugsweise neue rh Dif feren- 
zierungsfaktoren, insbesondere rh Erythropoietin; neue rh 
Wachs turns fak tor en, insbesondere rh CSF (Colony-Stimula- 

30 ting-Factor) , rh GMCSF (Granulocyten-Monocyten-Stirou- 

lationsf aktor) ; neue rh Thrombolytika, insbesondere rh tPA 
(Tissue-Plasminogen-Activator) und rh Urokinase; neue rh 
Thromboprophylaktika, insbesondere rh Antithrombin III; 
neue rh Gerinnungsf aktoren, insbesondere rh den Faktor 

35 VIII und rh Faktor IX; neue rh Inter ferone, insbesondere 
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rh a-, 6- und y-Interf erone; und neue rh Inter leukine, 
insbesondere rh IL-2, IL-15, IL-16 und IL-17; Verfahren zu 
ihrer Herstellung; sie enthaltende pharmazeutische Mittel 
und ihre Verwendungen. 

5 

Als Glycoproteine werden Proteine bezeichnet, die kovalent 
gebundene Kohlenhydrate (Zucker) enthalten. Glycoproteine, 
" insbesondere Human-Glycoproteine, wirken als Botenstoffe, 
Signalstof f e, Promotoren, Initiatoren oder Stimulatoren 

10 von Stof fwechselprozessen bei Tieren und Menschen, die di- 
rekt oder indirekt in diese Stof f wechselprozesse eingrei- 
fen. Sie werden iiblicherweise im Korper in vivo oder bio- 
synthetisch gebildet und, nachdem sie ihre spezifische 
Funktion erftillt haben, von diesem wieder ausgeschieden 

15 oder abgebaut. Die im Korper in natttrlicher Weise gebilde- 
ten Glycoproteine (sogenannte "native Glycoproteine") sind 
dadurch charakterisiert, dafi sie an der Aminogruppe des 
Aminoglycan-Restes durch eine Acetylgruppe substituiert 
sind. Diese nativen Glycoproteine, die auf natlirlichem We- 

20 ge in vivo oder auf biosynthetischem Wege hergestellt wer- 
den konnen (vgl. DE-PS 4 311 580), stellen bei Mensch und 
Tier wirksame Mittel dar zur Stimulierung des Wachstums 
und der Dif f erenzierung von menschlichen und tierischen 
Zellen des Immunsystems und zur Verhinderung der Adhasion 

25 von Leukozyten, Thrombdzyten und Tumorzellen an GefaBen- 
dothelzellen; zur Stimulierung des Immunsystems, insbeson- 
dere von T-Lymphozy ten , zur Inf ektabwehr , zur Behandlung 
von Immunschwachen, Tumorerkrankungen einschlieBlich Me- 
tastasierungsprozessen, Inf ektionserkrankungen und Kreis- 

30 lauf versagen, insbesondere Gef aBverschliissen und Septika- 
rt mien; zur Hemmung der Bindung eines Liganden an seinen si- 
alylierten Zelloberf lachen-Rezeptor; zur Hemmung der Bin- 
dung eines mikrobiellen Phagen oder Toxins an die Wirts- 
zelle iiber einen sialylierten Rezeptor durch in vivo- 

35 Modulation von Neuraminsauren; zur biosynthetischen Her- 
stellung von Liganden oder Rezeptoren mit modif izierter 
Neuraminsaure und Verwendung derselben zur Kompetition 
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physiologischer oder pathologischer Ligand-Rezeptor- 
Interaktionen; zur in vitro-Beeinf lussung des Infektions- 
verlaufs mit humanen Immundef f izienz-Viren sowie zur in 
vivo-Pravention der Infektion mit humanen Immundef f izienz- 
5 Viren; und zur Behandlung von parasitaren Erkrankungen. 

In tierischen Organisroen kommen Glycoproteins als wesent- 
liche Bestandteile von Zellmembranen sowie als losliche 
Komponenten von Korperf liissigkeiten und der extrazellula- 

10 ren Matrix vor. Die Kohlenhydrate sind zu Ketten verknupft 
(Oligosaccharide) und konnen auf unterschiedliche Weise 
mit dem Proteingerust verknupft sein. Sie enthalten als 
wichtige Bestandteile der Zellmembran Sialinsaure (Deriva- 
te der 2-Keto-3-desoxy-D-glycero-D-galacto-nonulopyrano- 

15 sidonsaure (KDN) ) , der eine bedeutende Rolle bei biologi- 
schen Prozessen zukommt. 

j e nach ihrem Bindungstyp werden die Oligosaccharide uri- 
terschiedlichen Gruppen zugeordnet. Die Oligosaccharide 

20 von Saurethioglycoproteinen sind am haufigsten N-glycosi- 
disch an einen Asparaginrest der Polypeptidkette gebunden 
(N-Glycane) . In dieser Gruppe finden sich einerseits se- 
zernierte Glycoproteine mit unterschiedlichen Funktionen, 
z.B. ISsliche Enzyme, Immunglobuline und Hormone, anderer- 

25 seits Membranglycoproteine, z.B. Membranenzyme , Transport- 
proteine sowie Rezeptorproteine. Eine weitere Gruppe bil- 
den die O-glycosidisch iiber einen Galatose-, N-Acetylga- 
lactosamin- oder Xyloserest an einen Serin- oder Threonin- 
rest der Polypeptidkette gebundenen Oligosaccharide (0- 

30 Glycane) . Zusammen mit N-Glycanen kommen sie auch in Im- 
munglobulinen und anderen Glycoproteinen vor. Zu den 0- 
Glycanen gehoren auch die Oligosaccharide der Proteoglyca- 
ne, die sich durch einen besonders hohen Kohlenhydratan- 
teil auszeichnen. In diesen in der extrazellularen Matrix 

35 vorkommenden Glycokonjugaten konnen die Oligosaccharide 
iiber einen Galactose-, N-Acetylgalactosamin- oder Xylose- 
rest an das Polypeptidgerust gebunden sein. 



Die Glycoproteine, bestehend aus Monosacchariden und Ei- 
weifi, werden haufig mit den Glycolipiden als Glycokonjuga 
te zusammengefaBt . Die Zucker-Komponenten der Glycoprotei 
ne, die mit wenigen Ausnahme weniger als 50 % des Gesamt- 
Glycoproteins ausmachen, sind uber durch Glycosidasen 
spaltbare O- oder N-glycosidische Bindungen rait dem Pepti 
danteil verkntipft. Als Kohlenhydrate finden sich in den 
Glycoproteinen Hexosen (Galactose, Mannose, seltener 
Glucose) , N-Acetylhexosamine, N-Acetylneuraminsaure, Fuco 
se und andere. Zur Identif izierung und Bestimmung der Gly 
coproteine eignet sich in erster Linie die AffinitSts- 
chromatographic mit pflanzlichen Lectinen als Liganden 
(z.B. Concanavalin A oder Weizenkeimagglutinin oder ande- 
re) . 

Zu den Glycoproteinen gehoren fast alle Membran-Glyco- 
proteine, Serumproteine, Plasmaproteine, die Blutgruppen- 
substanzen, viele Enzyme und Proteohormone, alle Antikor- 
per, die Chalone, Muzine, Lectine, Bindine, Fibronectin, 
der Intrinsic-Faktor und dgl. Als Membran- oder Oberfla- 
chen-Proteine spielen manche Glycoproteine fur die Patho- 
genitat von Viren eine Rolle. Hier wie bei anderen Rezep- 
tors-pezif ischen zellularen Wechselwirkungen sind die Koh- 
lenhydrat-Komponenten fur Erkennungsprozesse auf molekula- 
rer Ebene verantwortlich. Uber bestimmte Zuckerstrukturen 
auf Rezeptoren heften einige Bakterien und Viren an ihre 
Zielzellen an. 

Besonders bedeutungsvoll sind Oligosaccharid-Strukturen 
; auch im Hinblick auf die Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix- 
Interaktion. So vermitteln die Oligosaccharide von Glyco- 
proteinen die Adhasion von Neuralzellen und die Bindung 
von Lymphozyten an spezifische Endothelzellen. Aufierdem 
konnen Oligosaccharide als. antigene Determinanten von Gly- 
coproteinen dienen. Auch wahrend der Embryogenese und der 
Organogenese sind Kohlenhydrat-Kohlenhydrat-Wechselwirkun- 



gen wesentlich an der spezifischen Zellerkennung betei- 
ligt. Die maligne Transformation von Zellen ist von cha- 
rakteristischen Veranderungen der Oligosaccharid-Struk- 
turen von Glycoproteinen begleitet. Inwieweit veranderte 
5 Oligosaccharid-Strukturen von Tumor2ellen und Zell-Glyco- 
proteinen dabei Ursache oder Wirkung der Tumorentstehung 
und Metastasierung sind, ist bis jetzt nicht eindeutig ge- 
klart. 

10 In Krankheitsfallen, in denen das Immunsystem beteiligt 
ist, ist die Unterstutzung des Immunsystems durch Verab- 
reichung von Substanzen, die Zellen des Immunsystems sti- 
mulieren, erf order lich. Die Suche nach Wirkstoffen zur 
Stimulierung des Immunsystems ist daher ein bevorzugtes 

15 Ziel pharmakologischer Forschung. Wirkungsvolle Immunsti- 
mulantien mit wenig oder keinen Nebenwirkungen sind aber 
bisher nicht bekannt. 

Aufgabe der Erfindung war es daher, neue Substanzen zu 
20 finden, mit deren Hilfe es rooglich ist, die von Glycopro- 
teinen als Botenstoffe, Signalstof f e, Promotoren, Stimula- 
toren und Initiatoren gesteuerten Stof fwechselprozesse 
noch wirksamer, spezifischer und selektiver als bisher zu 
beeinf lussen. Aufgabe der Erfindung war es insbesondere 
25 solche neuen Glycoproteinen als Botenstoffe, Signalstof fe, 
Stimulatoren, Promotoren und Initiatoren fur den menschli- 
chen und tierischen Stoffwechsel zu finden, die in gerin- 
gerer Dosis eingesetzt werden konnen und daher weniger un- 
erwiinschte Nebenwirkungen haben als die entsprechenden na- 
30 tiven Stoffe. 

Es wurde nun gefunden, daS diese Aufgabe erf indungsgemaB 
dadurch gelost werden kann, daB bei den obengenannten na- 
tiven Glycoproteinen die natiirlicherweise vorhandene Ace- 
35 tylsubstitution in dem Aminoglycan-Rest durch eine andere 
Acylgruppe, insbesondere durch eine (C 3 -C 7 ) -Acylgruppe, 
oder einen Hydrocarbylrest, insbesondere einen (C 3 -C 7 )- 
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Alkyl-, -Alkenyl- oder -Alkinylrest, ersetzt ist. Es hat 
sich namlich gezeigt, daB die dabei erhaltenen neuen Ver- 
bindungen eine veranderte, insbesondere verlangerte, Phar- 
makokinetik, verglichen mit der biologischen Halblebens- 
5 zeit (Halbwertszeit) der entsprechenden bekannten und han- 
delsiiblichen nativen Glycoproteine; mit einer N-Acetylgrup- 
pe im Aminoglycanrest, aufweisen. Diese neuen Glycoprotei- 
ne lassen sich auf die weiter unten beschriebene Weise 
insbesondere auf gentechnischem Wege herstellen, wobei man 
10 rekombinante Glycoproteine, insbesondere rekombinante Hu- 
man-Glycoproteine (rh Glycoproteine) , erhalt. 

Aufgrund ihrer veranderten, insbesondere verlangerten, 
Pharmakomkinetik konnen diese Substanzen in wesentlich ge- 

15 ringeren Dosen therapeutisch eingesetzt werden, wodurch 
auch die bisher bei Verwendung der entsprechenden nativen 
Substanzen f estzustellenden unerwiinschten Nebenwirkungen 
betrachtlich herabgesetzt werden konnen. Dies gilt insbe- 
sondere dann, wenn die neuen Glycoproteine in Form ihrer 

20 Derivate eingesetzt werden, in denen die OH-Gruppen des 

Monosaccharid-Anteils einfach oder mehrfach acyliert, vor- 
zugsweise acetyliert, ist (sind) . 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind gemafi einem er- 
25 sten Aspekt neue rekombinante Glycoproteine, insbesondere 
rekombinane Human-Glycoproteine (rh Glycoproteine) der 
allgemeinen Formel (I) 
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worin bedeuten: 



R f i einen linearen oder cyclischen, unverzweigten Oder 
verzweigten, gegebenenf alls ein- Oder mehrfach 
hydroxylierten und/oder ketylierten (C3-C7) -Acylrest, 
insbesondere (C3-C7) -Alkanoylrest, oder einen linearen 
oder cyclischen, unverzweigten oder verzweigten, ge- 
gebenenf alls ein- oder mehrfach hydroxylierten 
und/oder ketylierten (C3-C7) -Hydrocarbylrest , insbe- 
sondere (C3-C7) -Alkyl-, -Alkenyl- oder -Alkinylrest , 

R 2' R 3* R 4 und R 5/ d i e gleich oder verschieden sein kon- 
nen, jeweils Wasserstoff, einen linearen oder ver- 
zweigten Alkylrest mit l bis 20 Kohlenstof fatomen 
( c n H 2n+2' n = 1 bis 20); einen linearen oder ver- 
zweigten Alkenylrest mit 3 bis 20 Kohlenstof fatomen 
( c n H 2n' n = 3 bis 20, Position der Doppelbindung an 
C n n = 2 bis 19); einen linearen oder verzweigten Al- 
kinylrest mit 3 bis 20 Kohlenstof fatomen (C n H 2n _2, 
n = 3 bis 20, Position der Dreifachbindung an C n n = 
2 bis 19); einen Alkenyl- bzw. Alkinylrest mit 2 oder 
mehr Doppelbindungen bzw. Dreif achbindungen mit 4 bis 
20 Kohlenstof fatomen; einen Arylrest mit 6 bis 20 
Kohlenstof fatomen; einen linearen oder verzweigten, 
gesattigten oder ein- oder mehrfach ungesattigten 
Acylrest (-CO-Ri) mit insgesamt 1 bis 20 Kohlen- 
stoffatomen einschlieBlich seiner ein- oder mehrfach 
hydroxylierten Analoga; einen Aroylrest mit 6 bis 20 
Kohlenstof fatomen; einen Carbonylamidrest der Formel 
-CONH2 oder -CONHRi ; einen linearen oder verzweigten, 
gesattigten oder ein- oder mehrfach ungesattigten 
Thioacylrest (-CS-Ri) mit insgesamt 1 bis 2 0 Kohlen- 
stof fatomen; oder einen Thiocarbamidrest der Formel - 
CS-NH 2 oder -CS-NHR^ ; wobei R x jeweils fUr Wasser- 
stoff oder einen linearen Oder verzweigten, gesattig- 
ten oder ein- oder mehrfach ungesattigten Alkylrest 
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mit 1 bis 20 Kohlenstof fatomen steht und jeder der 
vorgenannten Reste auBer H gegebenenf alls ein- oder 
mehrfach substituiert sein kann durch Halogen-, 
Hydroxy-, Epoxy-, Amino-, Mercaptan-, Phenyl-, Phe- 
nol- oder Benzylgruppen, und 

T einen Mono-, Di- oder Oligosaccharidrest mit bis zu 
4 0 glykosidisch miteinander verkniipf ten, gegebenen- 
falls verzweigten Zuckerresten, die Furanose- 
und/oder Pyranoseringe darstellen und 5 bis 230 Koh- 
lenstof fatome enthalten und N- oder O-glycosidisch an 
Polypeptide gebunden sind. 

Vorzugsweise bedeuten in der obengenannten allgemeinen 
Formel (I) : 

R 2' R 3' R 4 und R 5/ d i e gleich oder verschieden sein kon- 
nen, jeweils Wasserstoff, einen linearen oder ver- 
zweigten Alkylrest mit 1 bis 7 Kohlenstof fatomen; ei- 
nen linearen oder verzweigten Alkenylrest mit 3 bis 
10 Kohlenstof fatomen; einen linearen oder verzweigten 
Alkinylrest mit 3 bis 10 Kohlenstof fatomen; einen Al- 
kenyl- bzw. Alkinylrest mit 2 oder mehr Dop- 
pelbindungen bzw* Dreif achbindungen mit 7 bis 12 Koh- 
lenstof fatomen; einen Phenylrest; einen linearen oder 
verzweigten, gesattigten oder ein- oder mehrfach un- 
gesattigten Acylrest (-CO-R^ mit insgesamt 1 bis 7 
Kohlenstof fatomen, insbesondere Acetylrest, ein- 
schliefllich seiner ein- oder mehrfach hydroxy lierten 
Analoga; einen Aroylrest mit 6 bis 10 Kohlenstof fato- 
men; einen Carbonylamidrest der Formel -C0NH 2 oder - 
CONHR^ ; einen linearen oder verzweigten, gesattigten 
oder ein- oder mehrfach ungesattigten Thioacylrest (- 
CS-Ri) mit insgesamt 1 bis 7 Kohlenstof fatomen; oder 
einen Thiocarbamidrest der Formel -CS-NH 2 oder -CS- . 
NHR X ; wobei R L jeweils fur Wasserstoff oder einen li- 
nearen oder verzweigten, gesattigten oder ein- oder 
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mehrfach ungesattigten Alkylrest mit l bis 20 Kohlen- 
stoffatomen steht und jeder der vorgenannten Reste 
auBer H gegebenenf alls ein- oder mehrfach substitu- 
iert sein kann durch Fluor, Chlor, Brom oder Jod, Hy- 
droxy-, Epoxy-, Amino-, Mercaptan-, Phenyl-, Phenol- 
oder Benzylgruppen. 

GemaB eiher weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der Er- 
findung steht in der allgemeinen Formel (I) T 

fiir einen Saccharidrest mit N-Glycan-Struktur der Formel 
(la) 



M^CN^Lc.l-x " 

Ml .In- I T ^n^cn&1.m4ion ~ „., 

tebpeptid- f f 1.1.6 \ ^Cn^1 GjH , 



kotte 




Foe **A *u N M ^LL CN ^Ll c;j| ^ 

oder Ser ' "\ n\ 4 



20 



worin bedeuten: 
Gal = Galactose, 
GN = N-Acetyl-D-glucosamin, 
M = D-Mannose, 
25 Fuc = Fucose, 

Asn = Asparagin, 

X = eine beliebige Aminosaure auBer Prolin, 
Thr = Threonin, 
Ser = Serin, 

30 * T-Verknupfungsstelle (1 bis 6 Molekulreste) , 

wobei beide peripheren Reste M durch 1 bis 3 Trisaccharide 
substituiert sein konnen; oder 



35 fur einen Saccharidrest mit O-Glycan-Struktur der allge- 
meinen Formel (lb) : 



10 



Teil einer 
Polypi id- 



J. 



>or 
[oder Thr 



O - Gal - Polysaccharid 
oder 
KAcCal 
oder 
Xyl 



(lb) 



worin bedeuten: 
10 Gal = Galactose 

Thr = Threonin 

Ser = Serin 

Xyl = Xylose 

NAcGal = N-Acetyl-galactosamin 
15 * = T-Verkmipfungsstelle, 
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wobei in den obigen Formeln (la) und (lb) die Galactose 
(Gal) ersetzt sein kann durch 2-Desoxy-galactose oder 2- 
Desoxy-2-halogenid(F, Cl, Br, J) -galactose, 

Vorzugsweise steht insbesondere dann, wenn T einen Saccha- 
ridrest mit N-Glycanstruktur oder einen Saccharidrest mit 
O-Glycanstruktur darstellt, GN fur einen Rest der allge- 
meinen Formel (II): 




(II). 



in der R'i, R2 und R 3 die vorstehend angegebenen Bedeu- 
5 tungen haben, R 6 die gleichen Bedeutungen wie R 2 und R 3 hat 
und -NHR 1 1 neben der aquatorialen Position auch die axiale 
Position einnehmen kann, und wobei aufierdem bei aquatoria- 



ler Position von -NHR'x -OR2 in axialer Position stehen 
kann, und in der eine oder mehrere Oder alle der Gruppen 
-0R 2 , -0R 3/ -0R 6 und/oder die freie OH-Gruppe acyliert sein 
konnen durch einen linearen oder verzweigten, gesattigten 
5 oder ein- oder mehrfach ungesattigten Acylrest (-CO-R^ 
mit insgesamt 1 bis 20 , vorzugsweise 1 bis 7 Kohlenstof f a- 
tomen, vorzugsweise durch den Acetylrest (-CO-CH3) , ein- 
schlieBlich seiner ein- oder mehrfach hydroxylierten Ana- 
loga. 

Die oben angegebenen Reste Rx bis R$ stehen vorzugsweise 
fur H oder CH3 oder (C 1 -C 7 ) -Acyl, insbesondere Acetyl . 

In der NHR 1 ^ -Gruppe steht R^ vorzugsweise fiir einen (C 3 - 
C 7 ) -Acylrest, ausgewahlt aus der Gruppe Propanoyl, Isopro- 
panoyl, Pivaloyl bzw. Pivanoyl (tert-Butyl-carbonyl) , Cy- 
clopropanoyl, Butanoyl, Pentanoyl, Hexanoyl, Heptanoyl, 
Crotonoyl und Lavulinoyl, und/oder einen (C3-C7) -Hydrocar- 
bylrest, ausgewahlt aus der Gruppe Propyl, Isopropyl, Pi- 
valyl bzw. tert-Butyl, Cyclopropyl, Butanyl, Pentanyl, 
Hexanyl, Heptanyl, Crotonyl und Lavulinyl, einschlieBlich 
der ein- oder mehrfach hydroxy lierten und/oder ketylierten 
Analoga davon. 

Die vorstehend angegebenen neuen erf indungsgemaBen Verbin- 
dungen weisen eine veranderte, insbesondere verlangerte, 
Pharmakokinetik auf , verglichen mit der biologischen 
Halblebenszeit (Halbwertszeit) der entsprechenden bekann- 
ten und handelsiiblichen naturlichen (nativen) Glycoprotei- 
ne mit R ( ! = Acetyl, 

Bei den erf indungsgemaBen neuen Verbindungen handelt es 
sich vorzugsweise urn 

rekombinante Glycoproteine, speziell um rekombinante Hu- 
man-Glycoproteine (rh Glycoproteine) , vorzugsweise um rh 
Dif f erenzierungsfaktoren, insbesondere rh Erythropoietin; 



12 



um rh Wachstumsfaktoren, insbesondere rh CSF (Colony- 
Stimulating-Factor) , rh GMCSF (Granulocyten-Monocyten- 
Stimulationsf aktor) ; 

um rh Thrombolytika, insbesondere rh Tissue-Plasminogen- 
5 Activator (tPA) und rh Urokinase; 

um rh Thromboprophylaktika, insbesondere rh Antithrombin 
III; 

um rh Gerinnungsfaktoren, insbesondere den rh Faktor VIII 
und rh Faktor IX; 
10 um rh Interferone, insbesondere rh a-, 5- und y-Interfe- 
rone; und 

um rh Interleukine, insbesondere rh IL-2, IL-15, IL-16 und 
IL-17. 

15 Die vorstehende definierten erf indungsgemaSen neuen rekom- 
binanten Glycoproteine, insbesondere rh Glycoproteine, 
stellen neue Substanzklassen dar, die als potente Wirk- 
stoffe zur Behandlung von Krankheiten eingesetzt werden 
konnen, an denen Zellen der spezifischen und unspezifi- 

20 schen Immunabwehr, Tumorzellen, Leukozyten, Thrombozyten 
und GefaBendothelzellen beteiligt sind* Die erf indungsge- 
maBen neuen Verbindungen konnen gezielt fiber eine Modula- 
tion Membran-standiger Rezeptoren wirken, die an der Regu- 
lation des Wachstums und der Dif f erenzierung sowie der Ad- 

25 hasion von Zellen des Immunsystems, von Tumoren und von 
GefaBen beteiligt sind. Eine Immunstimulation ist notwen- 
dig bei Heilungsprozessen infektioser und tumorbedingter 
Erkrankungen. Auiierdem verhindern die erf indungsgemaflen 
neuen Verbindungen die Adhasion von Leukozyten oder Tumor - 

30 zellen auf Gef Sflendothelzellen bei septischem Schock oder 
■* bei der Metastasierung. Die Verabreichung dieser Substan- 
zen, kann aufgrund ihrer veranderten, vorzugsweise verlan- 
gerten, biologischen Halbwertszeit in einer deutlich ver- 
minderten Dosierung erfolgen. Bei Verwendung ihrer an den 

3 5 OH-Gruppen des Monosaccharidrestes acylierten, insbesonde- 
re acetylierten, Derivate kann die Dosierung bis auf etwa 
die Halfte weiter herabgesetzt werden kann. Die erf in- 
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dungsgemafien neuen rekombinanten Glycoproteins konnen a Is 
Stimulantien fiir Zelln des Immunsystems eingesetzt werden. 
Dadurch ist eine betrachtliche Starkung des Immunsystems 
bei immungeschwachten Organismen moglich. Sie zeichnen 
5 sich durch eine hohe Zell-Spezif itat und geringe bis voll- 
standig fehlende Nebenwirkungen, sowie eine hohe Stabili- 
tat, insbesondere biologische Stabilitat, aus. 

Die Erfindung wird nachstehend unter Bezugnahme auf das 
10 spezifische Glycoprotein rh Erythropoietin naher erlau- 
tert, ohne jedoch darauf beschrankt zu sein. Selbstver- 
standlich gelten die nachstehenden Ausfuhrungen, wie fiir 
den Fachmann ohne weiteres ersichtlich, auch fur die ande- 
ren, oben aufgezahlten neuen rekombinanten Glycoproteine 
15 der Erfindung. 

Humanes Erythropoietin (EPO) ist ein Glycoprotein mit 166 
Aminosauren, 3 Glycosylierungsstellen an den Aminosaure- 
Positionen 34, 3 8 und 83 und einem Molekulargewicht von 

20 etwa 34 000 bis 38 000. Der Anteil der Glycosyl-Seitenket- 
ten am Molekulargewicht betragt etwa 40 % (vgl. Jacobs et 
al, "Nature" 313 , 806-809 (1985); und Dordal et al, 
"Endocrinology" 116 , 2293-2299 (1985)). EPO wird in der 
Niere gebildet und zu seinem physiologischen Wirkort, dem 

25 Knochenmark, ttber den Blutweg transport iert. 

EPO laBt sich entweder aus natiir lichen Quellen, wie 
menschlichem Urin, isolieren (vgl. z.B. Miyake et al, "J. 
Biol. Chem.", 252, 5558-5564 (1977)), Oder es kann auf 

30 gentechnischem Wege hergestellt werden (vgl. z.B. EP-A-0 
148 605 und 0 267 678) . Seine physiologische Funktion be- 
steht in der Stimulation der Erythropoese, d.h. es stimu- 
liert Wachstum und Dif f erenzierung von Erythrozyten- 
Vorlauferzelleri. Es wird in groBem Umfang als Heilmittel 

35 fur Anamie-Patienten, fiir postoperative Patienten und Pa- 
tienten, die nach einer Nierenexstirpation eine Homo- 
Dialyse erhalten, angewendet. In erster Linie dient es der 
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Therapie renal bedingter Anamien, d.h. fur Anamien, die 
durch die Einschrankung oder den Verlust der Funktion der 
Nieren entstanden sind. Der Funktionsverlust der Nieren 
kann verschiedene Ursachen haben, beispielsweise Minder- 
5 durchblutung, chronische Entziindungen, Traumata, Exstirpa- 
tion, hepatorhenales Syndrom und durch diese Erkrankungen 
bedingte DialysemaBnahmen. 

Es ist bereits ein Verfahren zum Isolieren von EPO aus 
10 menschlichem Urin, der EPO enthalt, bekannt (vgl. z.B. US- 
Patent 3 865 801) . Da jedoch der Gehalt an EPO in ublichem 
menschlichem Urin extrem niedrig ist und in der GroBenord- 
nung von etwa 0,01 bis 0,02 Gew.-% des gesamten Proteins 
in dem Urin liegt, ist es schwierig, EPO auf diesero Wege 
15 effektiv herzustellen. Es ist auch bereits ein Verfahren 
aus EP 0 116 446 bekannt, nach dem hochreines Erythropoie- 
tin hergestellt werden kann und in dem ein Polypeptid als 
Antikorper verwendet wird. Diese Druckschrift enthalt je- 
doch keine Angaben iiber die dabei erzielbaren Ausbeuten 
20 und dieses Verfahren ist verhaltnismaBig schwierig durch- 
f uhrbar • 

Seit einigen Jahren ist das Gen fur menschliches EPO be- 
kannt, das aus einer foetalen Leber-Genbank isoliert und 
25 charakterisiert werden konnte. Es steht seit 1985 fiir gen- 
technologische Untersuchungen zur Verfiigung (vgl. Jacobs 
et al, "Nature" 313, 806-809 (1985)). EPO kann mit Hilfe 
gentechnologischer Verfahren in tierischen Zellen expri- 
miert werden. 

30 

' Das erf indungsgemaBe neue rekombinante EPO kann (ebenso 
wie die ubrigen obengenannten neuen rekombinanten Glyco- 
proteine) auf gentechnischem Wege hergestellt werden, in- 
dem man von reinem Erythropoietin aus einem Erythropoietin 
35 enthaltenden Material -ausgeht, das aus Zellkulturuberstan- 
den gewonnen wurde. Als Kulturzellen werden eucaryote, vor 
allem tierische Zellen, insbesondere nicht-transf ormierte 
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und transformierte CHO-Zellen Oder COS7-Zellen oder Nalm- 
Zellen Oder Fibroblaste eingesetzt, die in einem ublichen 
Kulturmedium, vorzugsweise in einem FCS-, RPMI 164 0-, HAT- 
, Eagle-MEM-, Dulbecco-MEM- und/oder Glasgow-MEM-Medium, 
5 das als Glycanvorlaufer ein N- (C 3 -C 7 ) -acyliertes und/oder 
N-(C 3 -C 7 ) -hydrocarbyliertes Monosaccharid fur die Biosyn- 
these enthalt, in an sich bekannter Weise ge2iichtet und 
das dabei erhaltene rh EPO gegebenenf alls auf ebenfalls an 
sich bekannte Weise (vgl. "Organicum") an den OH-Gruppen 
0 des Monosaccharid-Restes vorzugsweise mittels eines geeig- 
neten Saureanhydrids, insbesondere mittels Essigsaureanhy- 
drid, ein- oder mehrfach oder vollstandig acyliert bzw. 
vorzugsweise acetyliert wird. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist gemaB einem wei- 
teren Aspekt ein Verfahren zur Herstellung der weiter oben 
definierten neuen rekombinanten Glycoproteine der Erfin- 
dung aus einem ein oder mehrere rekombinante Glycoprotei- 
ne, insbesondere rekombinante Human-Glycoproteine, enthal- 
tenden Material, das aus ZellkulturuberstSnden gewonnen 
wurde, das dadurch gekennzeichnet ist, dafl man als Kultur- 
zellen eukaryote, vorzugsweise tierische Zellen, besonders 
bevorzugt nicht-transformierte oder transformierte CHO- 
Zellen oder C0S7-Zellen oder Nalm-Zellen oder Fibroblaste, 
in einem Ublichen Kulturmedium, das als Glycanvorlaufer 
ein N- (C 3 -C 7 ) -acyliertes und/oder N- (C 3 _ 7 ) -hydrocarbylier- 
tes Monosaccharid fur die Biosynthese der Aminozucker in 
einer Konzentration von 0,001 bis 50 mMol/1, vorzugsweise 
von 0,5 bis 20 mMol/1, enthalt, bei einer Temperatur von 
18 bis 40°C, vorzugsweise von 30°c, und bei einem pH-Wert 
von 6,0 bis 8,2, vorzugsweise von 7,2, in an sich bekann- 
ter Weise kultiviert und das dabei erhaltene N-Acylderivat 
bzw. N-Hydr'ocarbylderivat des Glycoproteins in an sich be- 
kannter Weise abtrennt und gewinnt und gegebenenf alls auf 
an sich bekannte Weise an den OH- bzw. OR-Gruppen des Mo- 
nosaccharids vorzugsweise mittels eines geeigneten Sau- 
reanhydrids, insbesondere mittels Essigsaureanhydrid, ein- 
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oder mehrfach oder vollstandig acyliert bzw. vorzugsweise 
acetyliert. 

Als Kulturmedium wird vorzugsweise ein FCS-, RPMI 164 0-, 
5 HAT-, Eagle-MEM-, Dulbecco-MEM- und/oder Glasgow-MEM- 
Medium verwendet. 

Als Glycanvorlaufer verwendet man vorzugsweise N-(C 3 -C 7 )- 
Acyl- und/oder N-(C 3 -C 7 ) -Hydrocarbyl-, insbesondere N- 

10 Propanoyl-, N-Isopropanoyl, N-Pivaloyl- bzw. N-Pivanoyl 

(N-tert-Butylcarbonyl) , N-Cyclopropanoyl-, N-Butanoyl-, N- 
Pentanoyl-, N-Hexanoyl-, N-Heptanoyl-, N-Crotonoyl-, N- 
Lavulinoyl-, und/oder N-Propyl-, N-Isopropyl-, N-Pivalyl- 
bzw. N-tert-Butyl-, N-Cyclopropyl-, N-Butanyl-, N-Penta- 

15 nyl-, N-Hexanyl-, N-Heptanyl-, N-Crotonyl- und N-Lavuli- 
nyl-D-glucosamin, -D-galactosamin oder -neuraminsaure, 
insbesondere -D-mannosamin, oder eine Mischung davon. 

Eines der wesentlichen Merkmale des erf indungsgemafien Ver- 

20 fahrens besteht darin, daB ein Zellkulturmedium verwendet 
wird, das als Glycanvorlaufer ein N-acyliertes Monosaccha- 
rid fur die Biosynthese der Aminozucker enthalt, bei- 
spielsweise N-Propanoyl-D-glucosamin oder N-Propanoyl-D- 
galactosamin, die dazu geeignet sind, ^N-Acetyl-D-glucosa- 

25 min oder N-Acetyl-D-galactosamin oder N-Acetyl-neuramin- 
saure durch N-Propanoyl-D-glucosamin oder N-Propanoyl-D- 
galactosamin oder N-Propanoyl-neuraminsaure in der Glycan- 
kette des aus den Kulturzellen sezernierten EPO zu erset- 
zen. Als besonders wirkungsvoll haben sich direkte Vorlau- 

30 fer der Neuraminsaure erwiesen, namlich N-Propanoyl-D- 

mannosamin oder N-Butanoyl-D-mannosamin oder N-Pentanoyl- 
D-mannosamin oder N-Hexanoyl-D-mannosamin oder N-Cyclo- 
propanoyl-D-mannosamin oder ein Gemisch aus diesen Zuk- 
kern. Der Stof fwechselweg dieser Aminozuckeranaloga ist 

35 aufgeklart (vgl. Kayser et al, "J. Biol. Chem." 267 , 

16934-16938 (1992) ), und nachstehend fur N-Propanoyl-D- 
mannosamin wiedergegeben: 
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A/-Propanoyl-D-mannosamin 
ATP- 



AAAcetylmannosamin-Kinase 



A/-Propanoyl-D-mannosamin -6- (p) 
PEP-^ 

^ N-Acetyl-neuraminsflurealdplase- 
A/-Propanoyl-neuramins3ure -9-(p) 

^ A/-AcetyI-neuraminsaure -9-phoisphatase 

y 

A^-Propanoyl-neuraminsaure 
CTP- 

CMP-A/-Acetyl-neuraminsMure-Synthease 



CMP-A/-Propanoyl-neuramins3ure 

Akzeptor *\ 

^ Sialyltransferase 

A/-Propanoyl-neuraminsaure-Akzeptor + CMP 



wobei in der obengenannten Reaktionsf olge bedeuten: 



ATP Adenosintriphosphat 

PEP Phosphoenolpyruvat 

P Phosphat 

CTP Cytidintriphosphat 

CMP Cytidinmonophosphat 



Akezptor ein Protein, das sich im Zustand der Glycosylie- 
. rung bef indet. 



Fur die Glycosylierung von Proteinen werden die folgenden 
Monosaccharide benotigt: N-Acetyl-D-glucosamin, N-Acetyl- 
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D-galactosamin, D-Mannose, D-Galactose, L-Fucose, N- 
Acetyl-D-mannosamin und N-Acetyl-neuraminsaure, die in ty- 
pischer Weise miteinander verkniipft sind (vgl. E. Buddek- 
ke, "GrundriB der Biochemie", 9. Auflage, S. 185 ff . 
5 (1994)). 

Die zu Oligosaccharide!* (Glycanen) miteinander verkniipften 
Monosaccharide sind mit dem Polypeptid entweder uber die 
Aminosaure Asparagin in der typischen Tripeptid-Sequenz- 

10 Asparagin-beliebige Aminosaure (ausgenommen Prolin) -Serin 
oder Threonin oder Cystein-N-glycosidisch verknupft (N- 
Glycane) oder sie sind uber Serin 0-glycosidisch verknupft 
(O-Glycane) . In diesen Glycanen kbnnen N-Acetyl-D- 
glycosamin durch N-Propanoyl-D-glucosamin und/ oder N- 

15 Acetyl-D-galactosamin durch N-Propanoyl-D-galactosamin er- 
setzt werden oder durch homologe Verbindungen wie N- 
Isopropanoyl-, N-Pivaloyl- (d.h. N-tert-Butylcarbonyl) 
N-Cyclopropanoyl-, N-Butanoyl-, N-Pentanoyl-, N-Hexanoyl-, 
N-Heptanoyl-, N-Crotonoyl- oder N-Lavulinoyl-Monosaccharid 

20 oder die entsprechenden (C 3 -C 7 ) -Hydrocarbyl-Derivate er- 
setzt werden. Im Falle des terminalen Zuckers N-Acetyl- 
neuraminsaure findet ein Ersatz durch die N-Propanoyl- 
oder N-Butanoyl- oder Pentanoyl- oder N-Hexanoyl- oder N- 
Cyclopropanoyl- oder N-Isopropanoyl-, oder N-Pivaloyl- 

25 oder N-Lavulinoyl-neuraminsaure statt. 

Das von den Zellen synthetisierte und sezernierte EPO ent- 
halt durch die EinfUhrung eines oder mehrerer dieser Zuk- 
keranaloga, die einzeln oder als Gemisch dem Zellkulturme- 
30 dium zugesetzt werden konnen, eine neue Struktur, in der 
; ' die nativen Monosaccharide durch neue, cheraisch modifi- 
zierte Monosaccharide ersetzt sind. Die dabei erhaltenen 
Gesamt-Verbindungen stellen neue Verbindungen dar. 

35 Diese metabolisch modif izierten neuen Erythropoietine wei- 
sen neue biologische Eigenschaf ten auf , insbesondere be- 
sitzen sie eine hohere biologische Stabilitat. Erklart 
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wird dies derzeit dadurch, dafl es bekannt ist, da/3 Glyco- 
proteins terminale N-Acetyl-neuraminsaure-Reste enthalten f 
die mit D-Galactose verkniipft sind (vgl. A. Rosenberg, 
"Biology of Sialic Acids" , Plenum Press, New York und Lon- 
5- don, Seiten 7-67 (1995)). Ihre Funktion in dieser Verkntip- 
fung besteht darin, diese Galactose vor Zellen und deren 
Galactose-spezif ische Rezeptoren gegen Erkanntwerden zu 
schutzen, was durch die Untersuchungen von G. Ashwell in 
der obengenannten Schauer-Literaturstelle gezeigt werden 

10 konnte. Wenn diese terminalen Galactosen in Glycoproteinen 
erkannt worden sind, werden die erkannten Glycoproteine, 
die somit keine N-Acetyl-neuraminsaure mehr tragen, dem 
intrazellulSren Abbau zugefiihrt. Diese fur die biologische 
Stabilitat essentielle N-Acetyl-neuraminsaure unterliegt 

15 einem natur lichen Turnover. Er wird im wesent lichen durch 
spez if ische Neuraminidasen (oder Sialidasen) bestimmt, 
welche die N-Acetyl-neuraminsaure abspalten. Dadurch kommt 
es zur Alterung dieser Glycoproteine und sie werden dem 
natur lichen Abbau zugefiihrt. Diese Neuraminidasen benoti- 

20 gen fur ihre voile AktivitSt die N-Acetylgruppe in der N- 
Acetyl-neuraminsaure . 

In den erf indungsgemaBen neuen EPO-Verbindungen ist die 
naturliche N-Acetylgruppe durch homologe N-(C 3 -C 7 )- 

25 Acylgruppen und/oder homologe N- (C 3 -C 7 ) -Hydrocarbylgruppen 
ersetzt, beispielsweise durch die N-Propanoylgruppe. Aber 
auch die obengenannten weiteren N-Acyl- und N-Hydrocarbyl- 
Gruppen sind wirksame Ersatzgruppen. Der Ersatz der N- 
Acetyl-neuraminsaure durch die obengenannten homologenen 

30 N-Acyl- bzw. N-Hydrocarbyl-Verbindungen fiihrt daher zu ei- 
ner verminderten Affinitat der Neuramminidasen gegenuber 
diesen modif izierten N-Acyl- bzw. N-Hydrocarbyl-neuramin- 
sauren. Dadurch wird die modif izierte Neuraminsaure in ei- 
ner weit geringeren Rate abgespal ten, sie bleibt langer 

35 mit- dem Hydroprotein verbunden und kann langer die er- 
wiinschte Schutzf unktion ausuben; Dadurch wird das Glyco- 
protein biologisch stabiler. Das bedeutet, daft parenteral 
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verabreichtes, in der vorstehend beschriebenen Weise modi- 
fiziertes EPO langer im Organismus verbleiben kann. Es ist 
somit langer aktiv. Dadurch kann die EPO-Dosierung herab- 
gesetzt werden, da das erf indungsgemaB modif izierte EPO 
5 die gleiche biologische Aktivitat bezuglich der Blutneu- 
bildungs-Stimulation aufweist wie natives EPO. AuBerdem 
ist das erf indungsgemafi modif izierte EPO stabiler. 

Die vorstehende Beschreibung des ablaufenden biologischen 
10 Mechanismus bei der Herstellung und Verabreichung von rh 
Erythropoietin gilt natiirlich auch fiir die anderen erf in- 
dungsgemaBen rekombinanten Glycoproteine, d.h. auch fUr 
die obengenannten Gerinnungsf aktoren, Inter ferone, Inter- 
leukine, Wachstumsf aktoren, Thrombolytika und Thrombopro- 
15 phylaktika. 

GemaB einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Er- 
findung insbesondere die folgenden Verbindungen: 

20 rekombinantes Human-Erythropoietin (rh Erythropoietin) fur 
die Behandlung von Anamien, in dem die natiirliche N- 
Acetyl-Gruppe der Glycan-Reste, insbesondere der termina- 
len N-Acetylneuraminsaure-Reste, durch einen N-(C 3 -C 7 )- 
Acylrest, ausgewahlt aus der Gruppe N-Propanoyl, N- 

25 Isopropanoyl, N-Pivaloyl bzw. N-Pivanoyl (N-tert-Butyl- 
carbonyl), N-Cyclopropanoyl, N-Butanoyl, N-Pentanoyl, N- 
Hexanoyl, N-Heptanoyl, N-Crotonoyl und N-Lavulinoyl 
und/oder einen N- (C 3 -C 7 ) -Hydrocarbylrest, ausgewahlt aus 
der Gruppe N-Propyl, N-Isopropyl, N-Pivalyl bzw. N-tert- 

30 Butyl, N-Cyclopropyl, N-Butanyl, N-Pentanyl, N-Hexanyl, N- 
iJ Heptanyl, N-Crotonyl und N-Lavulinyl, einschlieBlich der 
ein- oder mehrfach hydroxy lierten und/oder ketylierten, 
Analoga davon ersetzt ist. 

'35 Die erf iridungsgemaBen. neuen rh Erythropoietine weisen vor- 
zugsweise einen Glycan-Rest auf, der ausgewahlt wird aus. 
der folgenden Gruppe: 
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NcuActt2- 3Gal/h -4G!cNAc^l -OGaJ/n -4GteN Ae^t v 

6 

NcuAca2-3GaI/Tl -4GIcNAc^l -3G*l£l -4CIcNAc£l -2Man«l ^ Fucal - 6 

Man^l -OGlcNAc/I -4C»cNAc 

Ne*JAc^2-3GaJ/Tl-4GIcNAc^l-2MaiJal 
GaJ^l-4GicNAc/?J 

NeuAcc2-3GaJ^l-4G:cNAc^l-2Mftnat ^ Fuccl-6 

Man/h -4G:cNAc/?l — sGlcNAc 

NcyAca2-3Gai/t-4GIcNAc^l-2Mjncl 

Nru.Afff2-3Gal^l-4GlcNAc^l-2Maa«l • Fucal -6 

6 x 
Min^l -4GlcN Ac^l -4GlcMAc 
^ 3 

NeuAea2-3CaJ/?t -4GlcNAc/?J -2Mana! 
Gal/h -4GIcNAe/Tl 

KcuAca2-3GaJ^I -4G;<NAc01 v 

N<uAca2-3GnJy9l-4GJcNAc^l-2Mancl ^ Fucel-tf 

6 * >s - 
Man£l -4GlcNAc£l -4GlcNAc 
/ 3 

C-jlpt - 4C1 tfSA c£ 1 - 2M4no I 
NcgAcrt2-3GaJ^l -4GlcNAc/?t . 

NcuAcff2-3G3!^t-JGIcNAc>rj-2A!anerl ^ Fucar-6 

6 x 
Man£l - JGlcS Ac^l -4GlcN'Ac 
s 3 

Q*\j}\ -4CIcN*Ac^I -2Man«l 
GJ^!-4ClcNAc^t 



NeaAc</:-3Cal/n -4GicNAc//1 -3G^I//I -4GkNAc//l 

^ 6 



N,:uAca2-3Gal/M -4C!cNAc//l -Mm':! ^ Fjc»/|-6 

6 Vv 



Nhrtfl -4ClcNAc/n -4GfcNAc 



Gjl/tl - JGi'cXAe^l -3Mx»«r ! 
CaW— iGlcNAc£l 



worin Ac in den NeuAc-Resten und/oder ein oder mehrere 
oder alle Ac in den iibrigen Resten jeweils ersetzt ist 
(sind) durch einen (C3-C7) -Acylrest und/oder (C3-C7)- 
Hydrocarbylrest, ausgewahlt aus der Gruppe Propanoyl, Iso- 
5 propanoyl, Pivaloyl bzw. Pivanoyl (tert-Butylcarbonyl) , 
Cyclopropanoyl , Butanoy 1 , Pentanoy 1 , Hexanoy 1 , Heptanoy 1 , 
Crotonoyl; Lavulinoyl, Propyl, Isopropyl, Pivalyl bzw. 
tert-Butyl, Cyclopropyl, Butanyl, Pentanyl, Hexanyl, Hep- 
tanyl, Crotonyl und Lavulinyl; einschlieBlich der ein- 
10 oder mehrfach hydroxylierten und/oder ketylierten Analoga 
davon . 

Weitere bevorzugte erf indungsgemaBe rh Glycoproteine sind 
folgende: 

rh Wachstumsfaktoren, insbesondere rh GCSF und/oder rh 
GMCSF, fiir die Behandlung von Erkrankungen des Blutzellen- 
bildenden Systems, insbesondere der Agranulocytose oder 
Thrombopenie, vor allem zur Stimulierung des Wachstums von 
weiBen Blutzellen, insbesondere Lymphocyten, Granulocyten 
und Monocyten, in denen die natiirliche N-Acetyl-Gruppe der 
Glycan-Reste, insbesondere der terminalen N-Acetylneuram- 
insaure-Reste, durch einen N- (C3-C7) -Acylrest , ausgewahlt 
aus der Gruppe N-Propanoyl, N-Isopropanoyl , N-Pivaloyl 
bzw. N-Pivanoyl (N-tert-Butylcarbonyl) , N-Cyclopropanoyl , 
N-Butanoyl, N-Pentanoyl, N-Hexanoyl, N-Heptanoyl, N-Croto- 
noyl und N-Lavulinoyl, und/oder einen N-(C 3 -C 7 ) -Hydro- 
carbylrest, ausgewahlt aus der Gruppe N-Propyl, N-Iso- 
propyl, N-Pivalyl bzw. tert-Butyl, N-Cyclopropyl, N- 
Butanyl, N-Pentanyl, N-Hexanyl, N-Heptanyl, N-Crotonyl und 
N-Lavulinyl, einschlieBlich der ein- oder mehrfach hydro- 
xylierten und/oder ketylierten Analoga davon, ersetzt ist; 

rh Thrombolytika, insbesondere rh tPA oder rh Urokinase, 
fiir die Behandlung von Thromben oder zur Prophylaxe der 
Thrombenbildung, in denen die natiirliche N-Acetyl-Gruppe 
der Glycan-Reste, insbesondere der terminalen N-Acetylneu- 
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raminsaure-Reste, durch einen N- (C3-C7) -Acylrest , ausge- 
wahlt aus der Gruppe N-Propanoyl, N-Isopropanoyl , N- 
Pivaloyl bzw. N-Pivanoyl (N-tert-Butylcarbonyl) , N- 
Cyclopropanoyl, N-Butanoyl, N-Pentanoyl, N-Hexanoyl, N- 
Heptanoyl, N-Crotonoyl und N-Lavulinoyl und/oder einen N- 
(C3-C7) -Hydrocarbylrest, ausgewahlt aus der Gruppe Propyl/ 
Isopropyl, Pivalyl bzw. tert-Butyl, Cyclopropyl, Butanyl,. 
Pentanyl, Hexanyl, Heptanyl, Crotonyl und Lavulinyl, ein- 
schlieBlich der ein- oder mehrfach hydroxylierten und/oder 
ketylierten Analoga, davon ersetzt ist; 

rh Thromboprophylaktika, insbesondere rh Antithrombin III, 
zur Prophylaxe der Thrombenbildung, in denen die natiirli- 
che N-Acetyl-Gruppe der Glycan-Reste, insbesondere der 
terminalen N-Acetylneuraminsaure-Reste, durch einen N-(C 3 - 
C 7 ) -Acylrest, ausgewahlt aus der Gruppe N-Propanoyl , N- 
Isopropanoyl, N-Pivaloyl bzw. N-Pivanoyl (N-tert- 
Butylcarbonyl) , N-Cyclopropanoyl, N-Butanoyl, N-Pentanoyl, 
N-Hexanoyl, N-Heptanoyl, N-Crotonoyl und N-Lavulinoyl, 
und/oder einen N- (C 3 ~C 7 ) -Hydrocarbylrest, ausgewahlt aus 
der Gruppe Propyl, Isopropyl, Pivalyl bzw. tert-Butyl, Cy- 
clopropyl, Butanyl, Pentanyl, Hexanyl, Heptanyl, Crotonyl 
und Lavulinyl, einschlieBlich der ein- oder mehrfach 
hydroxylierten und/oder ketylierten Analoga, davon ersetzt 
ist; 

rh Gerinnungsf aktoren, insbesondere den rh Faktor VIII 
und/oder den rh Faktor IX, fur die Behandlung von storun- 
gen des Gerinnungssystems, die durch einen erblichen oder 
erworbenen Mangel an Faktor VIII und/oder Faktor IX be- 
dingt sind, in denen die naturliche N- Acetyl -Gruppe der 
Glycan-Reste, insbesondere der terminalen N- 
Acetylneuraminsaure-Reste, durch einen N- (C3-C7) -Acylrest, 
ausgewahlt aus der Gruppe N-Propanoyl, N-Isopropanoyl, N- 
Pivaloyl bzw. N-Pivanoyl (N-tert-Butylcarbonyl) , N- 
Cyclopropanoyl, N-Butanoyl, N-Pentanoyl, N-Hexanoyl, N- 
Heptanoyl, N-Crotonoyl und N-Lavulinoyl, und/oder einen N- 
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(C 3 -C 7 ) -Hydrocarbylrest, ausgewahlt aus der Gruppe Propyl, 
Isopropyl, Pivalyl bzw. tert-Butyl, Cyclopropyl, Butanyl, 
Pentanyl, Hexanyl, Heptanyl, Crotonyl und Lavulinyl, ein- 
schliefllich der ein- oder mehrfach hydroxylierten und/oder 
5 ketylierten Analoga, davon ersetzt ist; 

rh Interferone, insbesondere rh a-Interf eron-Verbindungen, 
fiir die Behandlung von bosartigen Tumoren, insbesondere 
Melanomen, und von Autoaggressionskrankheiten, in denen 

10 die natiirliche N-Acetyl -Gruppe der Glycan-Reste, insbeson- 
dere der terminalen N-Acetylneuraminsaure-Reste, durch ei- 
nen N- (C 3 -C 7 ) -Acylrest , ausgewahlt aus der Gruppe N- 
Propanoyl, N-Isopropanoyl, N-Pivaloyl bzw. N-Pivanoyl (N- 
tert-Butylcarbonyl) , N-Cyclopropanoyl, N-Butanoyl, N- 

15 Pentanoyl, N-Hexanoyl, N-Heptanoyl, N-Crotonoyl und N- 

Lavulinoyl, und/oder einen N-(C 3 -C 7 ) -Hydrocarbylrest , aus- 
gewahlt aus der Gruppe Propyl, Isopropyl, Pivalyl bzw. 
tert-Butyl, Cyclopropyl, Butanyl, Pentanyl, Hexanyl, Hep- 
tanyl, Crotonyl und Lavulinyl, einschliefilich der ein- 

20 oder mehrfach hydroxylierten und/oder ketylierten Analoga 
davon, ersetzt ist; 

rh Interferone, insbesondere rh 3-Interf eron-Verbindungen, 
fOr die Behandlung aller Formen der multiplen Sklerose und 

25 Viruserkrankungen, vor allem der Virushepatitis B, der Vi- 
rusheptatitis C, der Virusheptatitis D und Virusenzephali- 
tiden, in denen die naturliche N-Acetyl-Gruppe der Glycan- 
Reste, insbesondere der terminalen N-Acetylneuraminsaure- 
Reste, durch einen N- ( C3-C7 ) -Acylrest , ausgewahlt aus cjer 

30 Gruppe N-Propanoyl, N-Isopropanoyl, N-Pivaloyl bzw. N- 
* Pivanoyl (N-tert-Butylcarbonyl) , N-Cyclopropanoyl, N- 
Butanoyl, N-Pentanoyl, N-Hexanoyl, N-Heptanoyl, N- 
Crotonoyl und N-Lavulinoyl und/oder einen N-(C 3 -C 7 )- 
Hydrocarbylrest, ausgewahlt aus der Gruppe Propyl, Isopro- 

35 pyl, Pivalyl bzw. tert-Butyl, Cyclopropyl, Butanyl, Pen- 
tanyl, Hexanyl, Heptanyl , Crotonyl und Lavulinyl, ein- 
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schlieBlich der ein- Oder mehrfach hydroxylierten und/oder 
ketylierten Analoga davon, ersetzt ist; 

rh Interferone, insbesondere rh y-Interf eron-Verbindungen, 
5 fiir die Behandlung von bosartigen Turaoren, der Virushepa- 
tit is B, der Virusheptatitis C, der Virusheptatitis D und 
von Virusenzephalitiden, in denen die naturliche N-Acetyl- 
Gruppe der Glycan-Reste, insbesondere der terminalen N- 
AcetylneuraminsSure-Reste, durch einen N- (C 3 -C 7 ) -Acylrest, 

10 ausgewahlt aus der Gruppe N-Propanoyl, N-Isopropanoyl, N- 
Pivaloyl bzw. N-Pivanoyl (N-tert-Butylcarbonyl) , N- 
Cyclopropanoyl, N-Butanoyl, N-Pentanoyl, N-Hexanoyl, N- 
Heptanoyl, N-Crotonoyl und N-Lavulinoyl, und/oder einen N- 
(C3-C7) -Hydrocarbylrest, ausgewahlt aus der Gruppe Propyl, 

15 Isopropyl, Pivalyl bzw. tert-Butyl, Cyclopropyl, Butanyl, 
Pentanyl, Hexanyl, Heptanyl, Crotonyl und LSvulinyl, ein- 
schlieBlich der ein- oder mehrfach hydroxylierten und/oder 
ketylierten Analoga davon ersetzt ist; und 

20 rh Interleukine, insbesondere rh IL-2, rh IL-15, rh IL-16 
und rh IL-17, fiir die Behandlung von bosartigen me- 
tastasierenden Tumoren, insbesondere Melanomen, in denen 
die naturliche N-Acetyl -Gruppe der Glycan-Reste, insbeson- 
dere der terminalen N-Acetylneurarainsaure-Reste, durch ei- 

25 nen N- ( C3-C7 ) -Acy Irest , ausgewahlt aus der Gruppe N- 

Propanoyl, N-Isopropanoyl, N-Pivaloyl bzw, N-Pivanoyl (N- 
tert-Butylcarbonyl) , N-Cyclopropanoyl, N-Butanoyl, N- 
Pentanoyl, N-Hexanoyl, N-Heptanoyl, N-Crotonoyl und N- 
Lavulinoyl, und/oder einen N-(C 3 -C 7 ) -Hydrocarbylrest, aus- 

3 0 gewahlt aus der Gruppe Propyl, Isopropyl, Pivalyl bzw. 
" tert-Butyl, Cyclopropyl, Butanyl, Pentanyl, Hexanyl, Hep- 
tanyl, Crotonyl und Lavulinyl, einschlieBlich der ein- 
oder mehrfach hydroxylierten und/oder ketylierten Analoga 
davon, ersetzt ist. 

35 

Bei den erf indungsgemaBen neuen Verbindungen handelt es 
sich insbesondere urn solche, in denen die naturliche N- 
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Acetylgruppe des N-Acetyl-D-glucosamins durch N-Propanoyl 
Oder N-Cyclopropanoyl oder N-Isopropanoyl oder N-Pivaloyl 
bzw. N-Pivanoyl (N-tert-Butylcarbonyl) oder N-Butanoyl 
oder- N-Pentanoyl oder N-Hexanoyl ganz oder teilweise er- 
5 setzt worden ist durch biochemische Modulation 

(Biochemical-Engineering) durch Zugabe des jeweils ent- 
sprechenden N-Acyl-D-glucosamin- oder N-Acyl-D-galacto- 
samin- oder N-Acyl-neuraminsaure-, insbesondere N-Acyl-D- 
mannosamin-Derivats, zu dem Kulturmedium in einer Endkon- 
10 zentration im Medium von 0,001 bis 50,0 mM, insbesondere 
0,5 bis 20 mM, speziell 0,5 bis 5 mM, wobei in dem genann- 
ten Kulturmedium die D-Glucose ganz oder teilweise durch 
D-Galactose ersetzt sein kann; und 

15 speziell urn solche, in denen die naturliche D-Galactose 
durch 2-Desoxy-D-galactose ganz oder teilweise ersetzt 
worden ist durch biochemische Modulation (Biochemical- 
Engineering) durch Zugabe von 2-Desoxy-D-galactose zu dem 
Kulturmedium in einer Endkonzentration im Medium von 0,001 

20 bis 50 mM, insbesondere 0,5 bis 20 mM, speziell 0,5 bis 5 
mM. 

GemaB einem weiteren Aspekt betrif f t die vorliegende Er- 
findung pharmazeutische Mittel, die als Wirkstoff minde- 
25 stens ein rh Glucosamin, wie es vorstehend definiert wor- 
den ist, gegebenenfalls in Kombination mit anderen Wirk- 
stoff en sowie iiblichen pharmazeutischen Tragern und/oder 
Hilfsstoffen, enthalten. 

30 Vorzugsweise enthalten die erf indungsgemaflen pharmazeuti- 
* schen Mittel als Wirkstoff ein oder mehrere rekombinante 
Glycoproteine, insbesondere rekombinante Human-Glycopro- 
teine oder ein Gemisch unterschieldich modif izierter N- 
(C 3 -C 7 )-Acyl- und/oder N-(C 3 -C 7 ) -Hydrocarbyl-Derivate da- 

3 5 von . 
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Die erf indungsgemaBen pharmazeutischen Mittel enthalten 
den rh Glycoprotein-Wirkstof f , der vorzugsweise am Mono- 
saccharid ein- oder mehrfach acyliert, insbesondere acety- 
liert, ist, vorzugsweise in einer Menge von 0,001 bis 50 
5 Gew.-%, vorzugsweise von 0,1 bis 20 Gew.-%, speziell von 2 
bis 10 Gew.-%. 

Besonders bevorzugte pharmazeutische Mittel der Erf indung 
sind solche, die als rh Glycoprotein-Wirkstof f enthalten: 

rekombinantes Human-Erythropoietin oder Derivate davon, 
wie sie vorstehend definiert sind; 

rh Wachstumsfaktoren, insbesondere rh CGSF und/oder rh 
GMCSF, wie sie vorstehend definiert sind; 

rh Thrombolytika, insbesondere rh tPA oder rh Urokinase, 
wie sie vorstehend definiert sind; 

rh Thromboprophylaktika, insbesondere rh Antithrombin III, 
wie sie vorstehend definiert sind; 

rh Gerinnungsfaktoren, insbesondere den rh Faktor VIII 
und/oder den rh Faktor IX, wie sie vorstehend definiert 
sind; 

rh Interferone, insbesondere rh a-, 6- und y-Interf erone, 
wie sie vorstehend definiert worden sind; oder 

rh Interleukine, insbesondere rh IL-2, rh IL-15, rh IL-16 
und rh IL-17, wie sie vorstehend definiert worden sind. 

GemaJ3 einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Er- 
f indung 

die Verwendung von rekombinantem Human-Erythropoietin und 
seinen Derivaten, wie es vorstehend definiert worden ist, 
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fiir die Behandlung von Anamien, insbesondere renal beding- 
ten Anamien, in einer Dosierung von 0,001 bis 200 mg/kg 
Korpergewicht; 

5 die Verwendung der rh Wachstumsf aktoren, wie sie vorste- 
hend definiert worden sind, fiir die Behandlung von Erkran- 
kungen des Blutzellen-bildenden Systems, insbesondere der 
Agranulozytose oder Thrombopenie, vor allem zur Stimulie- 
rung des Wachstums von weiBen Blutzellen, insbesondere 
10 Lymphozyten, Granulo2yten und Monozyten, in einer Dosie- 
rung von 0,001 bis 1,0 mg/kg Korpergewicht; 

die Verwendung der rh Thrombolytika, wie sie vorstehend 
definiert worden sind, fiir die Behandlung von Thromben 
15 oder zur Prophylaxe der Thrombenbildung in einer Dosierung 
von 1 bis 2 00 mg/kg Korpergewicht, vorzugsweise von 50 bis 
100 mg/kg Korpergewicht; 

die Verwendung der rh Thromboprophylaktika, wie sie vor- 
20 stehend definiert worden sind, zur Prophylaxe der Throm- 
benbildung in einer Dosierung von 1 bis 200 mg/kg Korper- 
gewicht, vorzugsweise von 50 bis 100 mg/kg, Korpergewicht; 

die Verwendung der rh Gerinnungsf aktoren, wie sie vorste- 
25 hend definiert worden sind, fiir die Behandlung von Storun- 
gen des Gerinnungssystems, die durch einen erblichen oder 
erworbenen Mangel, an Faktor VIII und/oder Faktor IX be- 
dingt sind, in einer Dosierung von 0,001 bis 200, vorzugs- 
weise von 0,1 bis 50 mg/kg Korpergewicht; 

30 

die Verwendung der rh a-Interf erone, wie sie vorstehend 
definiert worden sind, fiir die Behandlung von bosartigen 
Tumoren, insbesondere Melanomen, und von Autoaggressions- 
Krankheiten in einer Dosierung von 0,001 bis 10 Mg/kg Kor- 
3 5 pergewicht, insbesondere von 0,01 bis 0,1 /xg/kg Korperge- 
wicht; 
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die Verwendung der rh 3-Interf erone, wie sie vorstehend 
definiert worden sind, fiir die Behandlung aller Formen der 
multiplen Sklerose und von Viruserkrankungen, vor allem 
der Virushepatitis B, der Virusheptatitis C, der Virushep- 
5 tatitis D und Virusenzephalitiden in einer Dosierung von 
0 f 00l bis 10 MgAg Korpergewicht, insbesondere von 0,01 
bis 0,1 Mg/kg Korpergewicht; 

die Verwendung der rh y-Interferone, wie sie vorstehend 
10 definiert worden sind, fiir die Behandlung von bosartigen 
Tumoren, der Virushepatitis B, der Virusheptatitis c, der 
Virusheptatitis D und von Virusenzephalitiden in einer Do- 
sierung von 0,001 bis 0,1 /xg/kg Korpergewicht, insbesonde- 
re von 0,01 bis 0,1 tig /kg Korpergewicht; und 

15 

die Verwendung der rh Interleukine, wie sie vorstehend de- 
finiert worden sind, fttr die Behandlung von bosartigen me- 
tastasierenden Tumoren, insbesondere Melanomen, in einer 
Dosierung von 0,001 bis 200 jug/kg Korpergewicht. 

20 

Die erf indungsgemafien rh Glucoproteine werden vorzugsweise 
in einer Form verabreicht, in der die OH- bzw. OR-Gruppen 
ihres Monosaccharid-Restes ein- oder mehrfach acyliert, 
vorzugsweise acetyliert, ist, wobei in diesem Fall fur die 
2 5 entsprechend acylierten bzw. acetylierten Derivate die Do- 
sierung auf die Halfte der bei den obengenannten bevorzug- 
ten Verwendungen angegebenen Dosierungen herabgesetzt wer- 
den kann. 
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Schutzanspruche 



Rekombinante Glycoproteine der allgemeinen Formel (I) 



worin bedeuten: 

R'l einen linearen oder cyclischen, unverzweigten oder 
verzweigten, gegebenenf alls ein- oder mehrfach 
hydroxylierten und/oder ketylierten (C 3 -C 7 ) -Acylrest , 
insbesondere (C 3 -C 7 ) -Alkanoylrest , oder einen linearen 
oder cyclischen, unverzweigten oder verzweigten, ge- 
gebenenf alls ein- oder mehrfach hydroxylierten 
und/oder ketylierten (C 3 -C 7 ) - Hydro c a rbyl rest , insbe- 
sondere (C 3 -C 7 ) -Alkyl-, -Alkenyl- oder -Alkinylrest , 

R 2/ R 3' R 4 und R 5/ die gleich oder verschieden sein kon- 
nen, jeweils Wasserstoff, einen linearen oder ver- 
zweigten Alkylrest mit 1 bis 20 Kohlenstof f atomen 
( c n H 2n+2' n = 1 bis 20); einen linearen oder ver- 
zweigten Alkenylrest mit 3 bis 20 Kohlenstof fatomen 
< c n H 2n' n = 3 bis 20, Position der Doppelbindung an 



r{hn 




COOH 



C n n = 2 bis 19) ; einen linearen oder verzweigten Al- 
kinylrest mit 3 bis 20 Kohlenstof f atomen (C n H 2n -2/ 
n = 3 bis 20, Position der Dreifachbindung an C n n = 
2 bis 19); einen Alkenyl- bzw. Alkinylrest mit 2 oder 
mehr Doppelbindungen bzw. Dreif achbindungen mit 4 bis 
2 0 Kohlenstof f atomen; einen Arylrest mit 6 bis 20 
Kohlenstof f atomen; einen linearen Oder verzweigten, 
gesattigten oder ein- oder mehrfach ungesattigten 
Acylrest (-CO-R^J mit insgesamt 1 bis 20 Kohlen- 
stoffatomen. einschlieBlich seiner ein- oder mehrfach 
hydroxylierten Analoga; einen Aroylrest mit 6 bis 20 
Kohlenstof f atomen; einen Carbonylamidrest der Formel 
-C0NH 2 oder -CONHRjl; einen linearen oder verzweigten, 
gesattigten oder ein- oder mehrfach ungesattigten 
Thioacylrest (-CS-R^) mit insgesamt 1 bis 20 Kohlen- 
stoffatomen; oder einen Thiocarbamidrest der Formel - 
CS-NH 2 oder -CS-NHR^ ; wobei Rx jeweils fur Wasser- 
stoff oder einen linearen oder verzweigten, gesattig- 
ten oder ein- oder mehrfach ungesattigten Alkylrest 
mit 1 bis 20 Kohlenstof f atomen steht und jeder der 
vorgenannten Reste aufier H gegebenenf alls ein- oder 
mehrfach substituiert sein kann durch Halogen-, 
Hydroxy-, Epoxy-, Amino-, Mercaptan-, Phenyl-, Phe- 
nol- oder Benzylgruppen, und 

einen Mono-, Di- oder Oligosaccharidrest mit bis zu 
4 0 glykosidisch miteinander verkniipften, gegebenen- 
falls verzweigten Zuckerresten, die Furanose- 
und/oder Pyranoseringe darstellen und 5 bis 230 Koh- 
lenstof fatome enthalten und N- oder O-glycosidisch an 
Polypeptide gebunden sind. 

Glycoproteine nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
, da/3 in der allgemeinen Formel (I) bedeuten: 

R 3 , R 4 und R5, die gleich oder verschieden sein kon- 
nen, jeweils Wasserstoff, einen linearen oder ver- 



zweigten Alkylrest mit 1 bis 7 Kohlenstof f atomen; ei- 
nen linearen oder verzweigten Alkenylrest mit 3 bis 
10 Kohlenstof f atomen; einen linearen Oder verzweigten 
Alkinylrest mit 3 bis 10 Kohlenstof f atomen; einen Al- 
5 kenyl- bzw. Alkinylrest mit 2 oder mehr Dop- 

pelbindungen bzw. Dreif achbindungen mit 7 bis 12 Koh- 
lenstof f atomen; einen Phenylrest; einen linearen oder 
verzweigten, gesattigten oder ein- oder mehrfach un- 
gesattigten Acylrest (-CO-R^ mit insgesamt 1 bis 7 
10 Kohlenstof fatomen, insbesondere Acetylrest, ein- 

schliefllich seiner ein- oder mehrfach hydroxylierten 
Analoga; einen Aroylrest mit 6 bis 10 Kohlenstof fato- 
men; einen Carbonylamidrest der Formel -CONH 2 oder - 
CONHR^ ; einen linearen oder verzweigten, gesattigten 
15 oder ein- oder mehrfach ungesattigten Thioacylrest (- 

CS-R^) mit insgesamt 1 bis 7 Kohlenstof fatomen; oder 
einen Thiocarbamidrest der Formel -CS-NH2 oder -CS- 
NHR^ ; wobei R a jeweils flir Wasserstoff oder einen li- 
nearen oder verzweigten, gesattigten oder ein- oder 
20 mehrfach ungesattigten Alkylrest mit 1 bis 20 Kohlen- 

stof fatomen steht und jeder der vorgenannten Reste 
auBer H gegebenenf alls ein- oder mehrfach substitu- 
iert sein kann durch Fluor, Chlor, Brom oder Jod, Hy- 
droxy-, Epoxy-, Amino-, Mercaptan-, Phenyl-, Phenol- 
25 oder Benzylgruppen, 

3. Verbindungen nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl in der allgemeinen Formel (I) T steht 

30 flir einen Saccharidrest mit N-Glycan-Struktur der Formel 
, (la) 



kette 




35 Teil eire r I 1 -^Nilics.£M.M&i-CN C *'" 



(la) 



Foe *<,l M^lcNiiic;,,-, 



worin bedeuten: 
Gal = Galactose, 
5 GN = N-Acetyl-D-glucosamin, 
M = D-Mannose, 
Fuc = Fucose, 
Asn - Asparagin, 

X = eine beliebige Aminosaure auBer Prolin, 
10 Thr = Threonin, 
Ser = Serin, 

* = T-Verknupf ungsstelle (l bis 6 Molekulreste) , 

wobei beide peripheren Reste M durch 1 bis 3 Trisaccharide 
15 substituiert sein konnen; oder 

fur einen Saccharidrest mit O-Glycan-Struktur der allge- 
meinen Formel (lb) : 

20 - 



_ , . m ( ier - O - Gal - Polysaccharid 

Teil einer J 

Polypeptid- ]oder Thr oder 
> ;eIt * I | NAcCal 

25 oder 

xyl 



worin bedeuten: 

Gal = Galactose 

30 Thr = Threonin 

- Ser = Serin 

Xyl = Xylose 
NAcGal = N-Acetyl-galactosamin 

* = T-Verkniipf ungsstelle, 

35 



5 



10 



15 



wobei in den obigen Formeln (la) und (lb) die Galactose 
(Gal) ersetzt sein kann durch 2-Desoxy-galactose oder 2- 
Desoxy-2-halogenid(F / CI, Br, J) -galactose. 

4. Verbindungen nach mindestens einem der Ansprdche l 
bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB dann, wenn T einen Sac- 
charidrest mit N-Glycanstruktur oder einen Saccharidrest 
mit O-Glycanstruktur darstellt, GN fiir einen Rest der all- 
gemeinen Formel (II) steht: 



R ? 0 




(II). 



20 



25 



30 



in der R' 1# R 2 und R 3 die vorstehend angegebenen Bedeu- 
tungen haben, R 6 die gleichen Bedeutungen wie R 2 und R 3 hat 
und -NHR'i neben der aguatorialen Position auch die axiale 
Position einnehmen kann, und wobei aufierdem bei aquatoria- 
ler Position von -NHR ' \ -OR 2 in axialer Position stehen 
kann, und in der eine oder mehrere oder a lie der Gruppen 
-0R 2 , -0R 3 , -0R 6 und/oder die freie OH-Gruppe acyliert sein 
konnen durch einen linearen oder verzweigten, gesattigten 
oder ein- oder mehrfach ungesattigten Acylrest (-co-Rj) 
mit insgesamt l bis 20, vorzugsweise 1 bis 7 Kohlenstof f a- 
tomen, vorzugsweise durch den Acetylrest (-C0-CH 3 ) , ein- 
schlie/ilich seiner ein- oder mehrfach hydroxy lierten Ana- 
loga . 



5. Verbindungen nach mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB R x bis R 6 fur H oder 
35 CH 3 oder (C^C-j) -Acyl , insbesondere Acetyl, stehen. 
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6. Verbindungen nach mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 5, dadurch gekennzeichnet , dafc in der NHR'^-Gruppe R 1 ^ 
steht fiir einen (C3-C7) -Acylrest , ausgewahlt aus der Gruppe 
Propanoyl, Isopropanoyl , Pivaloyl bzw. Pivanoyl (tert- 
5 Butyl-carbonyl) , Cyclopropanoyl, Butanoyl, Pentanoyl, 

Hexanoyl, Heptanoyl, Crptonoyl und Lavulinoyl und/oder ei- 
nen (C3-C7) -Hydrocarbylrest, ausgewahlt aus der Gruppe Pro- 
pyl, Isopropyl, Pivalyl bzw. tert-Butyl, Cyclopropyl, 
Butanyl, Pentanyl, Hexanyl, Heptanyl, Crotonyl und Lavu- 
10 linyl, einschliefilich der ein- oder mehrfach hydroxylier- 
ten und/oder ketylierten Analoga davon. 

7. Verbindungen nach mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 6, dadurch gekennzeichnet, dafc sie eine veranderte, 
15 insbesondere yerlangerte, Pharmakokinetik, verglichen mit 
der biologischen Halblebenszeit (Halbwertszeit) der' ent- 
sprechenden bekannten und handelsublichen natiirlichen 
(nativen) Glycoproteinen mit R 1 1 = Acetyl aufweisen. 

20 8. Verbindungen nach mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 7, dadurch gekennzeichnet, daft es sich dabei handelt 
um ein rekombinantes Glycoprotein, speziell ein rekombi- 
nantes Human-Glycoprotein (rh Glycoprotein) , vorzugsweise 
um rh Dif f erenzierungsf aktoren, insbesondere rh Ery- 

25 thropoietin; 

um rh Wachstumsf aktoren, insbesondere rh CSF (Colony- 
Stimulating-Factor) , rh GMCSF (Granulocyten-Monocyten- 
Stimulationsf aktor) ; 

um rh Thrombolytika, insbesondere rh Tissue-Plasminogen- 
3 0 Activator (tPA) und rh Urokinase; 

• um rh Thromboprophylaktika, insbesondere rh Antithrombin 
III; 

um rh Gerinnungsf aktoren, insbesondere den rh Faktor VIII 
und den rh Faktor IX; 
35 um rh Interferone, insbesondere rh a-, 3- und Y~*nterfe- 
rone; und 



urn rh Interleukine, insbesondere rh IL-2, rh IL-15, rh IL- 
16 und rh IL-17. 

9. Verbindungen nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet , 
5 dafc es sich dabei urn rekombinantes Human-Erythropoietin 
(rh Erythropoietin) fur die Behandlung von Anamien han- 
delt, in dem die natiirliche N-Acetyl-Gruppe der Glycan- 
Reste, insbesondere der terminalen N-Acetylneuraminsaure- 
Reste, durch einen N- (C 3 -C 7 ) -Acylrest, ausgewahlt aus der 
10 Gruppe N-Propanoyl, N-Isopropanoyl, N-Pivaloyl bzw. N- 
Pivanoyl (N-tert-Butylcarbonyl) , N-Cyclopropanoyl, N- 
Butanoyl, N-Pentanoyl, N-Hexanoyl, N-Heptanoyl, N- 
Crotonoyl und N-Lavulinoyl und/oder einen N-(c 3 -C 7 )- 
Hydrocarbylrest, ausgewahlt aus der Gruppe N-Propyl, N- 
15 Isopropyl, N-Pivalyl bzw. N-tert~Butyl, N-Cyclopropyl , N- 
Butanyl, N-Pentanyl, N-Hexanyl, N-Heptanyl, N-Crotonyl und 
N-Lavulinyl, einschliefilich der ein- oder mehrfach 
hydroxy lierten und/oder ketylierten Analoga davon ersetzt 
ist. 

20 

10. Verbindungen nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
dafc sie einen Glycan-Rest, ausgewahlt aus der folgenden 
Gruppe, aufweisen: 



8 



6 

Ma.-./M -CCIcNAc^J - JCIcNAc 

NcuAcn2-3Goi/JI -aG.'cNAc/Jl 
KcoAcai-3GaI/?l-4C:cNAc^l ^ 

6 

NcuAcc2--30nJ/.'l--lGlcKAc^-3C a t^l-4G!cSAc/ri-2M.vtal ^ ^ Fu=d-6 ^ 

Mar.jh — iGlcNAcjff! iGleNAc 

NeuAca2-3Cal/?| -4GIcSAc / 9i-2Maoct 
^ s 4 

N*tuAcc2-3GaJ/?l -4GteNAc# 
NcuActt2-3Ga)/t -4GlcNAtft -OGal/h -^CIcNAc^l ^ 

N«uAcc2-3GM^-^C!cN'Ac^l-3GaJ)?l--4CIcNAc/n-2Mi3Cl ^ ^ Fucal-6^ 

Mm/H -JGtcNAe^l — !GlcNAc 

NeuA=«2-3CAJ^l -4C!cN*Ac/h -2Marwil 

/" 4 

N£uAca2-3GaI/?l -<GlcMAc^J 
NeuAcc2-3GAJ/?1-4GlcNAC^!-3Gal^t-4GkNAc/?l ^ 

0 

KcuAcflZ^G^l-JGIcKAc^l-SC^l-^'cNAc^l-:^^! ^ 

Min/fl -4GlcNAc^l - JCtcNAe 



NcuAcc2-3CaVl-4ClcN-Ac^l -3G*yh -JGUNA./M -aMane!, 



/ 3 



NeuAee2-3GaT/h -^GkNAcy7l ^ 



NeuAcc2-3G:d/?l *4GlcSAc/?l -2M;mnl ^ 

Man/?1 -4GlcSAc^t -40lcNAc 

NduAe«2-3C:xJ£l -4G!cNAc/fi -2Manc! 
NcuA«f2"3Gj|/n— :GlcSAc^l ' 



NecAc«2-3Gal/» - JdcNA^I ^ 

6 

KcvAc/T2-3Gjl/?l-4G;cS'Ac/7l-2Mancrl ^ ^ Fuoul-6^ 

M 3 n/?l-4GkNA.-/lt-JCkNA'c 

NcuAi»2 - 3Gal/n - 4ClcN Ac/Jl - 2M^nn t 



NeuAcc2-3Gal£l -4GlcN*Ac/}f . 

6 

NcuAco2-3G3l/?!-<C1cKAc/?l-2Manff! . * 

"S . rucaI-6 ^ 

o 

— iClcSXcp\ - JClcNAe 

* 3 

N«oAca2-3CJ^I-^CI=NAe^l-2Muflcl 
Gal/ft -4GlcNAc ( *l 

NcuActt2-3Gx^J -*4GtcNAc/*t -3G^1 -4GlcNAc£l ^ 

^ 6 

NeuAcc2-3Gil/M-4GIc.VAc/?l-2M£nal ^ Fuccl-6 

6 \ 
Man/t -4GkNAc^I -4GtcN Ac 
/ 3 

N<uAca2-3GaJ/ri-4G[cNAc^l-2Manff! 
G^-4GIcNAc/?l 

NsuActt2-3GuJ^l-4GIc.N*Ac^l-3GaJ^1 -4GleNAc/l ^ 

6 

NcuAca2-3Gal^I-4G!cKAcAl-3Gt!^l-4GlcNAc^I-2Mancl % FuetfI-6 

6 

Man^l -4GIcXAc^l -4ClcNAe 

KcjAcff2-3Gal^l -4GlcNAe£l-2Maual 
GaJ^l-4GicN'Ac/?l 

Ne-Mco2-3GaI/l-4G:cN*Ac/ri-2Wana1 ^ FuccJ-6 

6 



Maa/Tl -4G:cNAc^i-4GJcNAc 



^3 

NcxiAco2-3Gii2/t -JGIcNAc/T) -2Mancl 



Ncu.Xca2-3CiJ^l-4GlcNAc/?t-2Ma3cJ ^ Fucal-6 

6 * 



M^l — :G!cNAc^ -4GIcNac 



KeuAcff2-3GaI/?\ -4GlcNAc£I -2.Ma.icr I 
Gal/ft -4GlcS*Ac^l 

N<ruAca2-3GaJ^1 -4Gl<NAc/?l ^ 

^ 6 

NeuAcc2-3CJyJl-4GIcNAc^l-2M3nff! N Fuccl-$ 

6 

Maa^l-4GlcN , Ae^l -4ClcNAc 

GaJ^t — 4GlcS*Ac/?t — 2Mzr\o I 
NcuAc«2-3C^l--!GlcNAc/ri 

6 

NeuAcef2-3Ga!/fl-JGIcNAL-/ri-2AIanel ^ Fucol-6 

6 

Man/?: - JGIcNAc^l -aClc.VAc 

GjI^I -JCIlNAc^! -2Mannl 
CjJ/ft-4GlcNAc/(t 



NcuAca2-3CslAl --JGlcNAc/yi -3Gul//I -4GlcNAc//I ^ 

6 



NJuAC£i2-3Gal^t -4G!cNAc//l -2Nhmr| ^ _ 6 

6 , * s * 



Man/?! -4GU-\Ac/n -4GfcNAc 



G2I//I -4GicNAc£l -2Mxitil 
Gal^1-4C!cNAc^l 



worin Ac in den NeuAc-Resten und/oder ein oder mehrere 
oder alle Ac in den iibrigen Resten jeweils ersetzt ist 
(sind) durch einen (C3-C7) -Acylrest und/oder (C 3 -C 7 )- 
Hydrocarbylrest, ausgewahlt aus der Gruppe Propanoyl, Iso- 
5 propanoyl, Pivaloyl bzw. Pivanoyl (tert-Butylcarbonyl) , 
Cyclopropanoyl, Butanoyl, Pentanoyl, Hexanoyl, Heptanoyl, 
Crotonoyl; Lavulinoyl, Propyl, Isopropyl, Pivalyl bzw. 
tert-Butyl, Cyclopropyl, Butanyl, Pentanyl, Hexanyl, Hep- 
tanyl, Crotonyl und Lavulinyl; einschlieBlich der ein- 
10 oder mehrfach hydroxylierten und/oder ketylierten Analoga 
davon. 

11. Verbindungen nach Anspruch 8, dadurch gekennzeich- 
net, da/3 es sich dabei um rh Wachstumsf aktoren, insbeson- 

15 dere rh GCSF und/oder rh GMCSF, fiir die Behandlung von Er- 
krankungen des Blutzellen-bildenden Systems, insbesondere 
der Agranulocytose oder Thrombopenie, vor allem zur Stimu- 
lierung des Wachstums von weiBen Blutzellen, insbesondere 
Lymphocy ten , Granulocyten und Monocyten, handelt, in denen 

20 die natiirliche N-Acetyl-Gruppe der Glycan-Reste, insbeson- 
dere der terminalen N-Acetylneuraminsaure-Reste, durch ei- 
nen N- (C3-C7) -Acylrest, ausgewahlt aus der Gruppe N-Propa- 
noyl, N-Isopropanoyl, N-Pivaloyl bzw. N-Pivanoyl (N-tert- 
Butylcarbonyl) , N-Cyclopropanoyl, N-Butanoyl, N-Pentanoyl, 

25 N-Hexanoyl, N-Heptanoyl, N-Crotonoyl und N-Lavulinoyl , 
und/oder einen N- (C 3 -C 7 ) -Hydrocarbylrest , ausgewahlt aus 
der Gruppe N-Propyl, N-Isopropyl, N-Pivalyl bzw. tert- 
Butyl, N-Cyclopropyl, N-Butanyl, N-Pentanyl, N-Hexanyl, N- 
Heptanyl, N-Crotonyl und N-Lavulinyl, einschlieBlich der 
0 ein- oder mehrfach hydroxylierten und/oder ketylierten 
Analoga davon ersetzt ist. 

12. Verbindungen nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet , 
daB es sich dabei um rh Thrombolytika, insbesondere rh tPA 
5 oder rh Urokinase, fiir die Behandlung von Thromben oder 
zur Prophylaxe der Thrombenbildung handelt, in denen die 
natiirliche N-Acetyl-Gruppe der Glycan-Reste, insbesondere 
der terminalen N-Acetylneuraminsaure-Reste, durch einen N- 



(C 3 "C 7 ) -Acylrest, ausgewahlt aus der Gruppe N-Propanoyl, N- 
Isopropanoyl, N-Pivaloyl bzw. N-Pivanoyl (N-tert-Butylcar- 
bonyl) , N-Cyclopropanoyl, N-Butanoyl, N-Pentanoyl, N-Hexa- 
noyl, N-Heptanoyl, N-Crotonoyl unci N-Lavulinoyl und/oder 
5 einen N- (C3-C7) -Hydrocarbylrest , ausgewahlt aus der Gruppe 
Propyl, Isopropyl, Pivalyl bzw. tert-Butyl, Cyclopropyl, 
Butanyl, Pentanyl, Hexanyl , Heptanyl, Crotonyl und Lavu- 
linyl, einschlieBlich der ein- oder mehrfach hydroxylier- 
ten und/oder ketylierten Analoga davon ersetzt ist. 

10 

13. Verbindungen nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, 
daB es sich dabei urn rh Throntboprophylaktika, insbesondere 
rh Antithrombin III, zur Prophylaxe der Thrombenbildung 
handelt, in denen die naturliche N-Acetyl-Gruppe der Gly- 

15 can-Reste, insbesondere der terminalen N-Acetylneuramin- 

saure-Reste, durch einen N- (C3-C7) -Acylrest , ausgewahlt aus 
der Gruppe N-Propanoyl, N-Isopropanoyl, N-Pivaloyl bzw. N- 
Pivanoyl (N-tert-Butylcarbonyl) , N-Cyclopropanoyl, N- 
Butanoyl, N-Pentanoyl, N-Hexanoyl, N-Heptanoyl, N- 

20 Crotonoyl und N-Lavulinoyl, und/oder einen N-(C3-C 7 )- 

Hydrocarbylrest, ausgewahlt aus der Gruppe Propyl, Isopro- 
pyl, Pivalyl bzw. tert-Butyl, Cyclopropyl, Butanyl, Pen- 
tanyl, Hexanyl, Heptanyl, Crotonyl und Lavulinyl, ein- 
schlieBlich der ein- oder mehrfach hydroxylierten und/oder 

25 ketylierten Analoga davon ersetzt ist. 

14. Verbindungen nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, 
daB es sich dabei urn rh Gerinnungsf aktoren, insbesondere 
den rh Faktor VIII und/oder den rh Faktor IX, fur die Be- 

30 handlung von Storungen des Gerinnungssystems, die durch 
einen erblichen oder erworbenen Mangel an Faktor VIII 
und/oder Faktor IX bedingt sind, handelt, in denen die na- 
tiirliche N-Acetyl-Gruppe der Glycan-Reste, insbesondere 
der terminalen N-Acetylneuraminsaure-Reste, durch einen N- 

35 (C3-C7) -Acylrest, ausgewahlt aus der Gruppe N-Propanoyl, N- 
Isopropanoyl, N-Pivaloyl bzw. N-Pivanoyl (N-tert- 
Butylcarbonyl) , N-Cyclopropanoyl , N-Butanoyl, N-Pentanoyl, 
N-Hexanoyl, N-Heptanoyl, N-Crotonoyl und N-Lavulinoyl, 



und/oder einen N- (C3-C7) -Hydrocarbylrest, ausgewahlt aus 
der Gruppe Propyl, Isopropyl, Pivalyl bzw. tert-Butyl, Cy- 
clopropyl, Butanyl*, Pentanyl, Hexanyl, Heptariyl, Crotonyl 
und Lavulinyl, einschlieBlich der ein- oder mehrfach 
5 hydroxy lierten und/oder ketylierten Analoga davon ersetzt 
ist. 

15. Verbindungen nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet , 
dafl es sich dabei urn rh Interferone, insbesondere rh a- 

10 Interf eron-Verbindungen, flir die Behandlung von bosartigen 
Tumoren, insbesondere Melanomen, und vbn Autoaggressions- 
krankheiteh handelt, in denen die natiirliche N-Acetyl- 
Gruppe der Glycan-Reste, insbesondere der terminalen N- 
Acetylneuraminsaure-Reste, durch einen N- (C 3 -C 7 ) -Acylrest , 

15 ausgewahlt aus der Gruppe N-Propanoyl, N-Isopropanoyl, N- 
Pivaloyl bzw. N-Pivanoyl (N-tert-Butylcarbonyl) , N- 
Cyclopropanoyl, N-Butanoyl, N-Pentanoyl, N-Hexanoyl, N- 
Heptanoyl, N-Crotonoyl und N-Lavulinoyl, und/oder einen N- 
(C3-C7) -Hydrocarbylrest, ausgewahlt aus der Gruppe Propyl, 

20 Isopropyl, Pivalyl bzw. tert-Butyl, Cyclopropyl, Butanyl, 
Pentanyl, Hexanyl, Heptanyl, Crotonyl und Lavulinyl, ein- 
schlieBlich der ein- oder mehrfach hydroxylierten und/oder 
ketylierten Analoga davon ersetzt ist. 

2 5 16. Verbindungen nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, 
daB es sich dabei urn rh Inter ferone, insbesondere rh B- 
Interf eron-Verbindungen, fur die Behandlung aller Formen 
der multiplen Sklerose und Viruserkrankungen, vor allem 
der Virushepatitis B, der Virusheptatitis C, der Virushep- 

30 tatitis D und Virusenzephalitiden, handelt, in denen die 
' natiirliche N-Acetyl -Gruppe der Glycan-Reste, insbesondere 
der terminalen N-Acetylneuraminsaure-Reste, durch einen N- 
(C3-C7) -Acylrest, ausgewahlt aus der Gruppe N-Propanoyl, N- 
Isopropanoyl, N-Pivaloyl bzw. N-Pivanoyl (N-tert- 

35 Butylcarbonyl) , N-Cyclopropanoyl, N-Butanoyl , N-Pentanoyl, 
N-Hexanoyl, N-Heptanoyl, N-Crotonoyl und N-Lavulinoyl 
und/oder einen N- (C3-C7) -Hydrocarbylrest, ausgewahlt aus 
der Gruppe Propyl, Isopropyl, Pivalyl bzw. tert-Butyl, Cy- 



clopropyl, Butanyl, Pentanyl, Hexanyl, Heptanyl, Crotonyl 
und Lavulinyl, einschliefclich der ein- oder mehrfach 
hydroxylierten und/oder ketylierten Analoga davon ersetzt 
ist. 

17. Verbindungen nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet , 
da£ es sich dabei urn rh Interf erone, insbesondere rh y- 
Interf eron-Verbindungen, fiir die Behandlung von bosartigen 
Tumoren, der Virushepatitis B, der Virusheptatitis C, der 
Virusheptatitis D und von. Virusenzephalitiden, handelt, in 
denen die natiirliche N-Acetyl-Gruppe der Glycan-Reste, 
insbesondere der terminalen N-Acetylneuraminsaure-Reste, 
durch einen N-(C 3 -C 7 ) -Acylrest , ausgewahlt aus der Gruppe 
N-Propanoyl, N-Isopropanoyl, N-Pivaloyl bzw. N-Pivanoyl 
(N-tert-Butylcarbonyl) , N-Cyclopropanoyl, N-Butanoyl, N- 
Pentanoyl, N-Hexanoyl, N-Heptanoyl, N-Crotonoyl und N- 
Lavulinoyl, und/oder einen N-(C 3 -c 7 ) -Hydrocarbylrest, aus- 
gewahlt aus der Gruppe Propyl, Isopropyl, Pivalyl bzw. 
tert-Butyl, Cyclopropyl, Butanyl, Pentanyl, Hexanyl, Hep- 
tanyl, Crotonyl und Lavulinyl, einschliefilich der ein- 
oder mehrfach hydroxylierten und/oder ketylierten Analoga 
davon ersetzt ist. 

18. Verbindungen nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet , 
da3 es sich dabei um rh Interleukine, insbesondere rh IL- 
2, rh IL-15, rh IL-16 und rh IL-17, fiir die Behandlung von 
bosartigen metastasierenden Tumoren, insbesondere Melano- 
men, handelt, in denen die natiirliche N-Acetyl-Gruppe der 
Glycan-Reste, insbesondere der terminalen N- 
Acetylneuraminsaure-Reste, durch einen N-(C 3 -C 7 ) -Acylrest, 
ausgewahlt aus der Gruppe N-Propanoyl, N-Isopropanoyl, N- 
Pivaloyl bzw. N-Pivanoyl (N-tert-Butylcarbonyl) , N- 
Cyclopropanoyl, N-Butanoyl, N-Pentanoyl, N-Hexanoyl, N- 
Heptanoyl, N-Crotonoyl und N-Lavulinoyl, und/oder einen N- 
(C3-C7) -Hydrocarbylrest, ausgewahlt aus der Gruppe Propyl, 
Isopropyl, Pivalyl bzw. tert-Butyl, Cyclopropyl, Butanyl, 
Pentanyl, Hexanyl, Heptanyl, Crotonyl und Lavulinyl, ein- 



14 



schlieSlich der ein- oder mehrfach hydroxy lierten und/oder 
ketylierten Analoga davon ersetzt ist. 

19. Verbindungen nach den Anspruchen 8 bis 18, in denen 
5 die naturliche N-Acetylgruppe des N-Acetyl-D-glucosamins 
durch N-Propanoyl oder N-Cyclopropanoyl oder N-Isopropa- 
noyl oder N-Pivaloyl bzw. N-Pivanoyl (N-tert-Butylcarbo- 
nyl) oder N-Butanoyl oder N-Pentanoyl oder N-Hexanoyl ganz 
oder teilweise ersetzt worden ist durch biochemische Modu- 
lo lation (Biochemical-Engineering) durch Zugabe des jeweils 
entsprechenden N-Acyl-D-glucosamin- oder N-Acyl-D-galacto- 
samin- oder N-Acyl-neuraminsaure- , insbesondere N-Acyl-D- 
mannosamin-Derivats zu dem Kulturmedium in einer Endkon- 
zentration im Medium von 0,001 bis 50,0 mM, insbesondere 
15 0,5 bis 20 mM, speziell 0,5 bis 5 mM, wobei in dem genann- 
ten Kulturmedium die D-Glucose ganz oder teilweise durch 
D-Galactose ersetzt sein kann. 

20. Verbindungen nach den Anspruchen 8 bis 19, dadurch 
20 gekennzeichnet, daS die naturliche D-Galactose durch 2- 

Desoxy-D-galactose ganz oder teilweise ersetzt worden ist 
durch biochemische Modulation (Biochemical -Engineering) 
durch Zugabe von 2 Desoxy-D-galactose zu dem Kulturmedium 
in einer Endkonzentration im Medium von 0,001 bis 50 mM, 
25 insbesondere 0,5 bis 20 mM, speziell 0,5 bis 5 mM. 

21. Rekombinante Glycoproteine nach mindestens einem der 
Anspruche 1 bis 20, dadurch gekennzeichnet, daS sie er- 
haltlich sind aus einem ein oder mehrere rekombinante Gly- 

0 coproteine, insbesondere rekombinante Human-Glycoproteine, 
enthaltenden Material, das aus Zellkulturuberstanden ge- 
wonnen wurde, durch Kultivieren von eukaryoten, vorzugs- 
weise tierischen Zellen, besonders bevorzugt nicht- 
transformierten oder transformierten CHO-Zellen oder COS7- 

5 Zellen oder Nalm-Zellen oder Fibroblasten, in einem ubli- 
chen Kulturmedium, das als Glycanvorlauf er ein N-(C 3 -C 7 )- 
acyliertes und/oder N- (C 3 . 7 ) -hydrocarbyliertes Monosaccha- 
rid fur die Biosynthese der Aminozucker in einer Konzen- 
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15 

tration von 0,001 bis 50 mMol/1, vorzugsweise von 0,5 bis 
20 mMol/1, enthalt, bei einer Temperatur von 18 bis 40°C, 
vorzugsweise von 30°C, und bei einem pH-Wert von 6,0 bis 
8,2, vorzugsweise von 7,2, in an sich bekannter Weise und 
5 Abtrennen und Gewinnen des dabei erhaltenen N-Acylderivats 
bzw. N-Hydrocarbylderivats des Glycoproteins in an sich 
bekannter Weise und gegebenenf alls ein- oder mehrfaches 
oder vollsfcandiges Acylieren, vorzugsweise Acetylieren, an 
den OH- bzw. OR-Gruppen des Monosaccharids, vorzugsweise 
10 mittels eines geeigneten Saureanhydrids, insbesondere mit- 
tels Essigsaureanhydrid, auf an sich bekannte Weise. 

22. Verbindungen nach Anspruch 21, dadurch gekennzeich- 
net, daS zu ihrer Herstellung als Kulturmedium ein FCS-, 

15 RPMI 1640- , HAT- , Eagle-MEM-, Dulbecco-MEM- und/oder Glas- 
gow-MEM-Medium verwendet worden ist. 

23. Verbindungen nach Anspruch 21 oder 22, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS zu ihrer Herstellung als Glycanvorlauf er 

20 N- (C3-C7) -Acyl- und/oder N- (C3-C7) -Hydrocarbyl-, insbeson- 
dere N-Propanoyl- , N-Isopropanoyl, N-Pivaloyl- bzw. N- 
Pivanoyl (N-tert-Butylcarbonyl) , N-Cyclopropanoyl- , N- 
Butanoyl-, N-Pentanoyl- , N-Hexanoyl-, N-Heptanoyl- , N- 
Crotonoyl-, N-Lavulinoyl- , und/oder N- Propyl-, N-Iso- 

25 propyl-, N-Pivalyl- bzw. N-tert-Butyl- , N-Cyclopropyl- , N- 
Butanyl-, N-Pentanyl-, N-Hexanyl-, N-Heptanyl-, N- 
Crotonyl- und N-Lavulinyl-D-glucosamin, -D-galactosamin 
oder -neuraminsaure, insbesondere -D-mannosamin, oder eine 
Mischung davon verwendet worden ist. 

30 

24. Pharmazeutisches Mittel, das als Wirkstoff mindestens 
eine Verbindung nach den Anspruchen 1 bis 20, gegebenen- 
falls in Kombination mit anderen Wirkstoffen sowie ubli- 
chen pharmazeutischen Tragern und/oder Hilf sstof f en, ent- 

35 halt. 

25. Pharmazeutisches Mittel nach Anspruch 24, dadurch ge- 
kennzeichnet , daS es als Wirkstoff ein oder mehrere rekom- 
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binante Glycoproteine, insbesondere rekombinante Human - 
Glycoproteine, oder ein Gemisch unterschiedlich modifi- 
zierter N- (C3-C7) -Acyl- und/oder N- (C3-C7) -Hydrocarbyl- 
Derivate davon enthalt. 

26. Pharmazeutisches Mittel nach Anspruch 24 oder 25, da- 
durch gekennzeichnet, daS es den vorzugsweise am Monosac- 
charid ein- oder mehrfach acylierten, vorzugsweise acety- 
lierten, Wirkstoff (Wirkstoffe) in einer Menge von 0,001 
bis. 50 Gew.-%, vorzugsweise von 0,1 bis 20 Gew.-%, insber 
sondere von 2 bis 10 Gew.-%, enthalt. 

27. Pharmazeutisches Mittel nach den Anspruchen 24 bis 
26, dadurch gekennzeichnet, dalS es als Wirkstoff die Ver- 
bindungen nach den Anspruchen 9 bis 10 enthalt. 

28. Pharmazeutisches Mittel nach den Anspriichen 24 bis 
26, dadurch gekennzeichnet, daS es als Wirkstoff die Ver- 
bindungen nach Anspruch 11 enthalt. 

29. Pharmazeutisches Mittel nach den Anspruchen 24 bis 
26, dadurch gekennzeichnet, dafi es als Wirkstoff die Ver- 
bindungen nach Anspruch 12 enthalt. 

30. Pharmazeutisches Mittel nach den Anspriichen 24 bis 
26, dadurch gekennzeichnet, daS es als Wirkstoff die Ver- 
bindungen nach Anspruch 13 enthalt. 

31. Pharmazeutisches Mittel nach den Anspruchen 24 bis 
26, dadurch gekennzeichnet, daS es als Wirkstoff die Ver- 
bindungen nach Anspruch 14 enthalt. 

32. Pharmazeutisches Mittel nach den Anspruchen 24 bis 
26, dadurch gekennzeichnet, daS es als Wirkstoff die Ver- 
bindungen nach Anspruch 15 enthalt. 



o 




00 


o o 


o o 


oo 


00 


oo 


o o 


0 o 


0 0 


o o 


o 


0 


0 0 


0 


0 o 


o o 


0 


0 o 


o o 


0 


o ooo 


ooo 


0 


© 


O 0 


o 


0 


o 


ooo 


ooo 


oo 


ooo o 


oo 


04 



17 



33. Phartnazeutisches Mittel nach den Anspruchen 24 bis 
26, dadurch gekennzeichnet, daS es als Wirkstoff die Ver- 
bindungen nach Anspruch 16 enthalt. 

5 34. Pharmazeutisches Mittel nach den Anspruchen 24 bis 
26, dadurch gekennzeichnet, daS es als Wirkstoff die Ver- 
bindungen nach Anspruch 17 enthalt. 

35. Pharmazeutisches Mittel nach den Anspruchen 24 bis 
10 26, dadurch gekennzeichnet, dag es als Wirkstoff die Ver- 
bindungen nach Anspruch 18 enthalt. 

36 . Verbindungen nach den Anspruchen 9 und 10 fur die Be- 
handlung von Anamien, insbesondere renai bedingten Anami- 

15 en, in einer Dosierung von 0,001 bis 200 mg/kg Korperge- 
wicht . 

37. Verbindungen nach Anspruch 11 fur die Behandlung von 
Erkrankungen des Blutzellen-bildenden Systems, insbesonde- 

20 re der Agranulozytose oder Thrombopenie , vor allem zur 
Stitnulierung des Wachstums von weiSen Blutzellen, insbe- 
sondere Lymphozyten, Granulozyten und Monozyten, in einer 
Dosierung von 0,001 bis 1,0 mg/kg Korpergewicht.. 

25 38. Verbindungen nach Anspruch 12 fur die Behandlung von 
Thromben oder zur Prophylaxe der Thrombenbildung in einer 
Dosierung von 1 bis 200 mg/kg KSrpergewicht , vorzugsweise 
von 50 bis 100 mg/kg K6rpergewicht . 

30 39. Verbindungen nach Anspruch 13 zur Prophylaxe der 
Thrombenbildung in einer Dosierung von 1 bis 200 mg/kg 
Korpergewicht, vorzugsweise von 50 bis 100 mg/kg, Korper- 
gewicht . 



35 40. Verbindungen nach Anspruch 14 fur die Behandlung von 
Storungen des Gerinnungssys terns, die durch einen erblichen 
oder erworbenen Mangel an Faktor VI I I und/oder Faktor IX 
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bedingt sind, in einer Dosierung von 0,001 bis 200, vor- 
zugsweise von 0,1 bis 50 mg/kg Korpergewicht. 

41. Verbindungen nach Anspruch 15 fur die Behandlung von 
5 bosartigen Tumoren, insbesondere Melanomen, und von Au- 
toaggressions-Krankheiten in einer Dosierung von 0,001 bis 
10 /ig/kg Korpergewicht, insbesondere von 0,01 bis 0,1 
jig/kg Korpergewicht. 

10 42*. Verbindungen nach Anspruch 16 fur die Behandlung al- 
ler Formen der multiplen Sklerose und von Viruserkrankun- 
gen, vor allem der Virushepatitis B, der Virusheptatitis 
C, der Virusheptatitis D und Virusenzephalitiden in einer 
Dosierung von 0,001 bis 10 /xg/kg Korpergewicht, insbeson- 

15 dere von 0,01 bis 0,1 fig/kg Korpergewicht. 

43 . Verbindungen nach Anspruch 17 fur die Behandlung von 
bosartigen Tumoren, der Virushepatitis B, der Virushepta- 
titis C, der Virusheptatitis D und von Virusenzephalitiden 

20 in einer Dosierung von 0,001 bis 0,1 /xg/kg Korpergewicht, 
insbesondere von 0,01 bis 0,1 fig/kg Korpergewicht. 

44. Verbindungen nach Anspruch 18 fur die Behandlung von 
bosartigen metastasierenden Tumoren, insbesondere Melano- 

25 men, in einer Dosierung von 0,001 bis 200 ptg/kg Korperge- 
wicht . 

45. Verbindungen nach den Anspruchen 1 bis 20 in ihrer an 
den OH- bzw. OR-Gruppen des Monosaccharid-Restes ein- oder 

30 mehrfach acylierten, vorzugsweise acetylierten, Form zu 

den in den Anspruchen 36 bis 44 angegebenen Zwecken in ei- 
ner Dosierung, die vorzugsweise etwa der Halfte der in den 
Anspruchen 36 bis 44 genannten Dosierungen entspricht. 
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